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RESUMO

O malondialdeido (MDA) é o biomarcador mais utilizado da peroxidacdo lipidica, sendo
essencial o desenvolvimento de métodos seletivos, confidveis e rapidos para a sua determinagao
em amostras bioldgicas. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento e otimiza¢ao de um método por Eletroforese Capilar de Zona com detec¢ao
direta no UV (CZE — UV) para a determinagdo do biomarcador MDA em amostras de urina de
individuos submetidos ao teste de COVID-19 e em amostras de plasma de individuos sob
suplementagdo de 6mega 3. A mobilidade eletroforética do MDA foi determinada pela primeira
vez, 0 que se mostrou de suma importancia para o desenvolvimento do método por CZE — UV.
A implementacdo de uma curva de mobilidade efetiva x pH em conjunto com simulagdo no
software PeakMaster® permitiram determinar as condi¢des experimentais mais adequadas para
a analise. Assim, o background electrolyte (BGE) otimizado foi composto por TRIS 40 mmol
L', HCI 20 mmol L' e CTAB 2,5 mmol L' (pH 8,0). Foi verificado que o MDA apresenta boa
absor¢ao na regiao do UV, dessa forma ele foi monitorado a 266 nm. Com essas condicoes, o
MDA foi detectado em cerca de 1 min, de forma que este seria 0 método para determinagao de
MDA em amostras bioldgicas por Eletroforese Capilar (CE) com o menor tempo de migragao
ja desenvolvido. Nao foi possivel detectar o sinal do MDA livre nas amostras de urina e plasma,
mesmo com a implementacdo de uma pré-concentragdo do analito utilizando a técnica de
injecdo de amostra amplificada por campo (FASI). O planejamento de experimentos Box-
Behnken foi aplicado para a otimizagdo da pré-concentracdo. Os fatores avaliados nesse
planejamento foram a concentracdo do BGE, a voltagem aplicada durante a injecdo
eletrocinética e o tempo da injecao eletrocinética. Para a determinacao de MDA total, foi feita
a liberagao do MDA ligado em MDA livre por um processo de hidrolise alcalina. Porém, na
amostra de plasma nao foi possivel detectar nenhum sinal do MDA. O mesmo procedimento de
hidroélise nas amostras de urina viabilizou a detec¢ao de sinal do MDA, o qual foi confirmado
com fortificagdo com o mesmo. A quantificagdo de MDA total pela implementagdo de uma
curva de calibragdo por semelhanca de matriz minimizou o efeito de matriz. O MDA total foi
quantificado em 75 amostras de urina de individuos submetidos ao teste de COVID-19, sendo
esses valores normalizados com creatinina urinaria. Porém, as concentragoes de MDA
encontradas estavam muito elevados em relacao a trabalhos encontrados na literatura. Dessa
forma, os seguintes estudos envolvendo tratamento de amostras poderiam ser realizados para
auxiliar no entendimento dos altos valores de MDA encontrados nas amostras de urina e

promover o aperfeicoamento do método: estudo de estabilidade do MDA em urina apos



hidrolise alcalina, medicdo do MDA total das amostras de urina pelo ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), que ¢ o método mais utilizado para essa finalidade e
extragdo do MDA ap6s hidroélise alcalina com um solvente adequado, para evitar a influéncia

de interferentes.

Palavras-chave: eletroforese capilar; malondialdeido; urina; plasma.



ABSTRACT

Malondialdehyde (MDA) is the most widely used biomarker of lipid peroxidation, and the
development of selective, reliable, and rapid methods for its determination in biological
samples is essential. Thus, the present work aimed to develop and optimize a Capillary Zone
Electrophoresis with Direct UV Detection (CZE — UV) method for the determination of the
MDA biomarker in urine samples from individuals tested for COVID-19 and in plasma samples
from individuals supplemented with omega-3. The electrophoretic mobility of MDA was
determined for the first time, which proved to be of paramount importance for the development
of the CZE — UV method. Implementing an effective mobility x pH curve and simulation in the
PeakMaster® software allowed the determination of the most appropriate experimental
conditions for the analysis. Thus, the optimized background electrolyte (BGE) comprised TRIS
40 mmol L', HCI 20 mmol L', and CTAB 2.5 mmol L™ (pH 8.0). It was verified that MDA
presents good absorption in the UV region. Thus, it was monitored at 266 nm. Under these
conditions, MDA was detected in approximately 1 min, so this would be the method for
determining MDA in biological samples by Capillary Electrophoresis (CE) with the shortest
migration time ever developed. It was not possible to detect the free MDA signal in the urine
and plasma samples, even by implementing a preconcentration of the analyte using the field-
amplified sample injection (FASI) technique. The Box-Behnken experimental design was
applied to optimize preconcentration. The factors evaluated in this experimental design were
the BGE concentration, the voltage applied during the electrokinetic injection, and the time of
the electrokinetic injection. To determine total MDA, bound MDA was released into free MDA
by an alkaline hydrolysis. However, no MDA signal could be detected in the plasma sample.
The same hydrolysis procedure in urine samples allowed the detection of an MDA signal, which
was confirmed by fortification with the same. Quantification of total MDA by implementing a
matrix-matched calibration curve minimized the matrix effect. Total MDA was quantified in
75 urine samples from individuals tested for COVID-19, and these values were normalized with
urinary creatinine. However, the MDA concentrations found were very high compared to
studies found in the literature. Thus, the following studies involving sample treatment could be
performed to help understand the high MDA values found in urine samples and promote method
improvement: study of MDA stability in urine after alkaline hydrolysis, measurement of total
MDA in urine samples by the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay, which is
the most widely used method for this purpose, and extraction of MDA after alkaline hydrolysis

with a suitable solvent, to avoid the influence of interferents.
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1 INTRODUCAO

A composi¢do das membranas celulares inclui uma grande variedade de lipidios, que
sdo considerados componentes essenciais dessas estruturas. Esses lipidios podem sofrer
ataques, como por espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), em
um processo denominado peroxidagdo lipidica (LP, do inglés lipid peroxidation). Os lipideos
mais atacados sdo os que apresentam ligagdes duplas entre carbonos nas bicamadas lipidicas
das membranas celulares, sendo que os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs, do inglés
polyunsaturated fatty acids) sdo os principais alvos das ROS (Ayala; Mufioz; Argiielles, 2014;
Yin; Xu; Porter, 2011). A LP tem sido associada a doengas como ‘“‘aterosclerose, cancer,
diabetes, exposi¢ao cronica ao alcool, lesdo pulmonar aguda e distarbios neurodegenerativos,
incluindo Alzheimer e Parkinson” (Mas-Bargues et al., 2021).

O processo de LP se divide em iniciagdo, propagacao e terminagdo, conforme mostrado
na Figura 1. Durante a iniciagdo, ha a abstracdo do hidrogénio alilico do lipidio por espécies
prooxidantes, formando um radical lipidico (L"), que ¢ estabilizado por ressonancia (1). Na
propagacao, o O; ataca o L', gerando um radical perdxido lipidico (LOO) (2). O LOO’ abstrai
um hidrogénio de outro lipidio levando a formac¢ao de um L’ e hidroperoxido lipidico (LOOH)
(3). Ja na terminagao, produtos nao radicais sao formados por meio de antioxidantes (4). Dessa
forma, a LP resulta em varios produtos, com o LOOH atuando como o principal produto
primario. Os produtos secundarios incluem malondialdeido (MDA), propanal e 4-
hidroxinonenal (4-HNE), sendo que o MDA tem sido o biomarcador mais utilizado para a LP.
A principal fonte do MDA em amostras biologicas ¢ a peroxidagdo de PUFAs 6mega 3 como
o0 acido linolénico e de PUFAs 6mega 6 como o acido araquidonico e o acido linoleico (Ayala;
Muiioz; Argiielles, 2014; Del Rio; Stewart; Pellegrini, 2005; Grotto et al., 2009; Tsikas, 2017;
Zinellu et al., 2011a).
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Figura 1 — Processo de peroxidagao lipidica (LP)
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Fonte: Adaptado de Ayala; Muioz; Argiielles (2014).

O MDA (Figura 2) ¢ um aldeido com formula molecular C3H40O; e massa molar 72,06

g mol™!' (Georgakopoulos et al., 2010; Korizis et al., 2001; Tsikas, 2017).

Figura 2 — Estrutura do MDA
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Fonte: Do Nascimento ef al. (2023).

O pka do MDA ¢ de cerca de 4,5, entdo, em pH acima desse valor, ele existe
predominantemente como um anion enolato estabilizado por ressonincia. A Figura 3a mostra
as trés estruturas de ressonancia do MDA. A Figura 3b mostra a curva de distribuicao do MDA,
na qual € possivel visualizar que em pH acima de 4,5, a espécie predominante ¢ o enolato
(Esterbauer; Schaur; Zollner, 1991; Georgakopoulos et al., 2010; Korizis et al., 2001;
Solomons; Fryhle; Snyder, 2023; Tsikas, 2017).
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Figura 3 — Estruturas de ressonancia e curva de distribuicdo do MDA
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Na Figura 4 ¢ apresentado o espectro de absor¢ao no UV do MDA. O comprimento de
onda de maxima absor¢cao do MDA ¢ 267 nm em condi¢des neutras ou alcalinas ¢ 245 nm em
condi¢des acidas. De forma que o meio pode alterar o comprimento de onda em que a
absorbancia do MDA ¢ maxima. Como o MDA apresenta absor¢ao no UV, a sua medida tem
sido realizada por técnicas espectrofotométricas ou cromatograficas como a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High-Performance Liquid Chromatography)
(Esterbauer; Schaur; Zollner, 1991; Georgakopoulos et al., 2010; Tsikas, 2017).
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Figura 4 — Espectro de absor¢do no UV do MDA
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Fonte: Adaptado de Georgakopoulos et al. (2010).

O MDA ¢ um indicador essencial para avaliar estados patoldgicos, pois individuos
acometidos por diversas doengas apresentam niveis aumentados de MDA, como cancer,
diabetes e doenca de Alzheimer. Em comparacdo com pessoas saudaveis, as concentragdes
plasmaticas de MDA té€m sido maiores em pessoas com diabetes, hipertensdo e inflamagao
crOnica, por exemplo. Os niveis urindrios de MDA aumentaram em condi¢des como infec¢ao
do trato urinario e nefropatia diabética. O desenvolvimento de métodos confiaveis, seletivos e
rapidos capazes de quantificar o MDA como biomarcador da LP torna-se necessério para que
estudos determinem a concentracdo de MDA em diferentes fluidos bioldgicos. Além da
importancia do MDA na avaliagdo de doengas, alguns estudos avaliam sua significancia quanto
aos efeitos toxicologicos da exposi¢do a substancias como poluentes (metais, solventes, entre
outros) em humanos e animais (Grotto et al., 2009; Huang et al., 2023; Toto et al., 2022).

O MDA também ¢ importante no setor alimenticio, pois a deterioragao de alimentos que
contém gordura, principalmente PUFAs, como peixes, carnes e 0leo, ¢ causada principalmente
pela LP de PUFAs. Hidroperdxidos sdao formados como produtos primarios, ¢ MDA e 4-HNE,
entre outros, sao formados como produtos secundarios. O processo de LP pode ocorrer durante
0 armazenamento e o processamento do alimento, gerando os produtos de LP que podem afetar
o sabor e a qualidade nutricional (Custodio-Mendoza et al, 2019; Ma et al, 2021;
Papastergiadis et al., 2012; Tsikas, 2017).

A formacao de MDA em alimentos tem causado preocupacdo porque ¢ considerado
citotoxico, neurotdoxico e mutagénico devido a sua reatividade com moléculas como DNA,
proteinas e fosfolipidios. Sua alta reatividade se deve a sua eletrofilicidade, por isso ¢ muito
reativo em relagao a nucledfilos como aminoacidos. De acordo com Ma e colaboradores (2021),

ndo havia limites oficiais para o MDA até 2021; no entanto, “o Comité Cientifico da Autoridade
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Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA, do inglés European Food Safety Authority)
sugeriu um nivel de exposi¢io a MDA de 30 pg kg!' pc dia!, em termos do limite de
preocupagdo toxicoldgica” (MA et al., 2021). Assim, definir um limite para o contetido de
MDA pode auxiliar no acesso a informagdes de toxicidade e pode ser usado para o controle de
qualidade de alimentos e outras matrizes de interesse (Custodio-mendoza et al., 2019; Giera;
Lingeman; Niessen, 2012; Ma et al., 2021; Papastergiadis et al., 2012; Tsikas, 2017).

Além disso, a formagdo de MDA durante o armazenamento € o processamento de
alimentos também pode ser investigada. Essa formagdo pode ser estudada em condigdes
controladas, avaliando também a influéncia da matriz alimentar nesse processo e até mesmo o
mecanismo de migracdo de MDA em diferentes alimentos. Nesse sentido, Ma e colaboradores
(2021) investigaram a forma¢dao de MDA durante a fritura de batatas fritas e carne de peito de
frango em Oleos vegetais a 180 °C por 7h, utilizando a técnica de HPLC para quantificar o
MDA. Este estudo indicou que o teor de MDA em 6leos nos quais ocorreu fritura € menor do
que em Oleos aquecidos sem fritar nenhum alimento devido a incorporagdo de MDA ao
alimento. Além disso, a matriz alimentar influencia no teor de MDA e no mecanismo de
migracao desse analito. Portanto, esses resultados demonstram a importancia das avaliagdes
sobre a formagdao de MDA em alimentos para garantir a seguranga de alimentos (Ma et al.,
2021).

Assim, métodos que determinem MDA podem auxiliar agéncias reguladoras em
pesquisas que busquem definir seu limite em matrizes alimentares, ambientais e toxicologicas
(Do Nascimento et al., 2023).

Além da importancia do MDA em tais matrizes, estudos tem associado doengas como a
doenca de coronavirus 2019 (COVID-19, do inglés Coronavirus Disease 2019), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e obesidade ao estresse oxidativo, pela determinagao de biomarcadores
como o MDA. O estresse oxidativo consiste em um desequilibrio entre as ROS e o sistema
antioxidante, com as ROS excedendo a capacidade antioxidante. Esse processo pode se originar
do aumento na geragao de ROS, da depressao do sistema antioxidante ou ambos (Marseglia et
al., 2015; Oguntibeju, 2019; Roberts; Sindhu, 2009; Slatter; Bolton; Bailey, 2000; Srikanthan
etal.,2016).

1.1 COVID-19

Os coronavirus (CoV, do inglés Coronaviruses) pertencem a familia Coronaviridae e

sdo patdgenos comuns de humanos e animais, podendo causar uma variedade de doengas em
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animais ¢ humanos, entre elas enfermidades respiratdrias, entéricas e neuroldgicas (Vargas et
al., 2020).

Nas ultimas duas décadas, trés CoV zoonoticos infectaram humanos, Coronavirus da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV, do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus), Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS-
CoV, do inglés Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) e a mais recente Coronavirus
da Sindrome Respiratoria Aguda Grave-2 (SARS-CoV-2, do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2) (Lamers; Haagmans, 2022).

O SARS-CoV surgiu em novembro de 2002 na cidade de Foshan, provincia de
Guangdong, China, resultando em 8096 casos notificados, 774 mortes relacionadas, e se
espalhando por muitos paises. Desde janeiro de 2004, nenhum caso dessa doenca em humanos
foi reportado (Azhar et al., 2023; Cherry; Krogstad, 2004; Lamers; Haagmans, 2022; Rosa;
Simioni; Damido, 2022; Xu et al., 2004).

O MERS-CoV foi descrito pela primeira vez em setembro de 2012, com a maioria dos
casos sendo reportada em paises do Oriente Médio. De abril de 2012 até maio de 2024, 2613
casos de MERS-CoV foram reportados com 943 mortes. A maioria dos casos foi reportada na
Arébia Saudita (Omrani; Al-Tawfiq; Memish, 2015; WHO, 2024c).

A COVID-19 ¢ uma doenga infecciosa causada pelo SARS-CoV-2. Relatada pela
primeira vez em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, capital da provincia de Hubei, China,
a COVID-19 foi designada pela Organizacao Mundial da Saade (WHO, do inglés World Health
Organization) como uma Emergéncia de Satde Publica de Importancia Internacional (PHEIC,
do inglés Public Health Emergency of International Concern) em 30 de janeiro de 2020 e como
uma pandemia em 11 de marco de 2020 (Sarker et al., 2023; Vargas et al., 2020; WHO, 2025).

A COVID-19 tem aproximadamente 777 milhdes de casos confirmados em todo o
mundo e aproximadamente 7,1 milhdes de mortes (dados de 29 de dezembro de 2024). Embora
a COVID-19 nao seja mais considerada uma PHEIC pela WHO desde 5 de maio de 2023, casos
desta doenga ainda estao sendo relatados em todo o mundo (Sarker et al., 2023; Vargas et al.,
2020; WHO, 2024a, 2025).

Estudos tem sugerido uma associagao entre o estresse oxidativo e a COVID-19. Alguns
pesquisadores acreditam que o desequilibrio entre o estresse oxidativo e o status antioxidante
seja uma das fisiopatologias da infec¢ao causada pelo SARS-CoV-2 (Avila-Nava et al., 2022;
Do Nascimento et al., 2023; Mehri et al., 2021; Roberts; Sindhu, 2009; Smail; Babaei; Amin,
2023).
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Os efeitos do estresse oxidativo sobre a COVID-19 podem ser mensurados pela medida
de biomarcadores como o MDA. De fato, Mchri e colaboradores (2021), Avila-Nava e
colaboradores (2022) e Smail e colaboradores (2023) encontraram concentragdes
significativamente elevadas de MDA no soro de individuos com COVID-19 (Avila-Nava et al.,
2022; Do Nascimento et al., 2023; Mehri et al., 2021; Smail; Babaei; Amin, 2023).

Dada a importancia da elucidag¢do do papel do estresse oxidativo sobre a COVID-19, o
desenvolvimento de métodos confidveis, seletivos e rapidos para a determinagdo de

biomarcadores, como o0 MDA, em amostras bioldgicas € crucial (Avila-Nava et al., 2022).

1.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2 E OBESIDADE

O DM2 e a obesidade sao duas doengas que tem aumentado muito nos ultimos anos,
tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. Em 2021, cerca de 537
milhdes de adultos de 20 a 79 anos apresentavam diabetes. Previsdes indicam que até 2045,
esse numero atinja 783 milhdes de pessoas. Mais de 90% dos individuos acometidos com
diabetes convivem com o DM2, impulsionado por fatores como urbanizac¢ao, diminui¢ao de
atividade fisica e crescimento de sobrepeso e obesidade. Em 2022, 2,5 bilhdes de adultos de 18
anos ou mais se encontravam acima do peso, sendo 890 milhdoes com obesidade. Entre criangas
e adolescentes (5 a 19 anos), o sobrepeso atingia 390 milhdes (190 milhdes com obesidade)
(IDF, 2021; IDF Diabetes Atlas, 2021; Servan, 2013; Verma; Hussain, 2017; WHO, 2024b).

Niveis elevados de glicose no sangue sao uma caracteristica do DM2, e isso ¢ resultado
da resisténcia a insulina e deficiéncia relativa da mesma. Ja a obesidade ¢ definida pela WHO
“como o acumulo excessivo de gordura que pode prejudicar a saude e ¢ diagnosticada com
indice de massa corporal (IMC) > 30 kg m™” (Bliiher, 2019; Ginter; Simko, 2013).

A resisténcia a insulina ¢ o fator que liga a obesidade e 0 DM2, levando os individuos a
um estado inflamatdrio. Ela é causada por fatores genéticos, alimentagdo, obesidade e
sedentarismo (Servan, 2013).

Estudos tem mostrado uma relagao entre essas doencas e o estresse oxidativo por meio
da medicao de biomarcadores. Dessa forma, tem sido evidenciada a elevada concentracao de
MDA em condigdes marcadas por DM2 e obesidade, o que corrobora com a necessidade de
desenvolvimento de métodos rapidos, seletivos e confidveis para a determinacao de
biomarcadores de estresse oxidativo, como o0 MDA, em amostras biologicas. Isso auxiliaria no

monitoramento dessas doengas e no desenvolvimento de pesquisas que objetivassem o seu
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controle (Marseglia et al., 2015; Oguntibeju, 2019; Slatter; Bolton; Bailey, 2000; Srikanthan et
al., 2016).

Para isso, ¢ crucial o entendimento da forma como o MDA ¢ encontrado em tais
amostras. Assim, sabendo que o MDA existe em materiais biologicos nas formas livre e ligado,

o MDA pode ser determinado como MDA livre ou MDA total.

1.3 MDA LIVRE E MDA TOTAL

O MDA ligado esta covalentemente ligado aos grupos SH ¢ NH> de moléculas como
proteinas ou acidos nucleicos. Enquanto o MDA livre ndo estd ligado a tais compostos. Essa
diferenciagdo implica na maneira como o MDA serd determinado, de forma que ele pode ser
medido como MDA livre ou como MDA total, que ¢ a soma do MDA livre e do MDA ligado
(Biondi et al., 2019; Cui et al., 2018; De Vecchi et al., 2009; Del Rio; Stewart; Pellegrini, 2005;
Draper; Hadley, 1990; Giera; Lingeman; Niessen, 2012; Paroni; Fermo; Cighetti, 2002).

O MDA pode ser gerado enzimaticamente ou ndo enzimaticamente. Enzimaticamente,
ele ¢ gerado “como um subproduto da reagdo da ciclooxigenase na biossintese de tromboxano
e prostaglandina” (Jové et al., 2020). Nao enzimaticamente, o MDA ¢ um produto secundario
da LP e com nucleofilos como proteinas e acidos nucleicos “pode gerar uma diversidade de
adutos e ligagdes cruzadas intra e intermoleculares” (Jové ef al., 2020).

A maior parte do MDA circulante esta ligado a moléculas, com uma pequena quantidade
de MDA livre presente em amostras bioldgicas. O MDA livre ¢ um indice de dano recente,
enquanto o MDA ligado ¢ um marcador de uma lesdo mais antiga. Além disso, € importante
relatar se 0 MDA esta sendo medido como MDA livre ou total, porque € necessario liberar a
fracao ligada em MDA livre durante o tratamento da amostra para detecta-lo. O MDA ligado
pode ser liberado por hidrélise adcida ou bésica em altas temperaturas, e ¢ vital controlar essas
condigdes. Por outro lado, 0o MDA livre pode ser detectado sem qualquer tratamento hidrolitico
da amostra, exigindo apenas a precipitagdo de proteinas com solventes organicos ou mesmo
evitando o pré-tratamento da amostra (Biondi et al., 2019; Cui et al., 2018; De Vecchi et al.,
2009; Del Rio; Stewart; Pellegrini, 2005; Draper; Hadley, 1990; Giera; Lingeman; Niessen,
2012; Mas-Bargues et al., 2021).

Para determinar o MDA total, uma etapa de hidrolise € necessaria para liberar o MDA.
Paroni e colaboradores (2002), por exemplo, determinaram o MDA livre e total em
microssomos de figado de rato e plasma. Para a determinagdo do MDA total, a hidrolise do

MDA foi realizada por 1h a 60 °C na presenga de NaOH 1 mol L™'. O MDA nio ¢ liberado de
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biomoléculas da matriz em métodos que apenas precipitam proteinas, seja com solventes
organicos ou um dispositivo para essa finalidade. Assim, 0o MDA ¢ determinado na forma livre
(Claeson; Aberg; Karlberg, 2000; Paroni; Fermo; Cighetti, 2002).

A derivatizagdo de MDA com acido tiobarbitirico (TBA, do inglés thiobarbituric acid),
realizada durante a preparacdo da amostra, requer aquecimento € um meio acido, afetando a
deteccdo de MDA porque o acido libera o MDA ligado, permitindo a anélise do MDA total.
Portanto, a derivatizagdo de MDA com TBA também ¢ considerada uma hidrélise acida da
amostra, de modo que a hidrolise ocorre durante a etapa de derivatizacdo. Por outro lado, em
estudos que envolvem hidrdlise basica, ou seja, usando uma base, esse tratamento ¢ considerado
uma etapa adicional na preparacdo da amostra (Domijan et al., 2015).

Vérios métodos tem sido desenvolvidos para a determinacao de MDA livre ou total em

diferentes matrizes biolodgicas, como plasma e urina.

1.4 DETERMINACAO DE MDA EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

O método mais amplamente utilizado para a determinagdo de MDA ¢ o ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid reactive
substances). Porém, encontram-se na literatura artigos que objetivam o desenvolvimento de
métodos para a determinacdo de MDA em amostras bioldgicas usando-se técnicas

cromatograficas.

1.4.1 Abordagem analitica tradicional para a determinacio de MDA

A maioria das abordagens analiticas para determinar MDA envolve alguma forma de
derivatizagao devido a sua alta reatividade em relagdo a nucledfilos. O TBARS, que ¢ a
abordagem mais utilizada para determinar MDA em amostras biologicas, se baseia justamente
na derivatizagdo para a analise do MDA (Antolovich et al., 2002; Claeson; Aberg; Karlberg,
2000; Cooley; Lunte, 2011; Giera; Lingeman; Niessen, 2012; Grotto et al., 2007; Kartavenka
et al., 2020; Korizis et al., 2001).

O TBARS consiste na reagdo de MDA com TBA em uma propor¢ao de 1:2
(MDA:TBA) em meio acido e alta temperatura (cerca de 100 °C). A reagdo forma o complexo
colorido (vermelho) MDA(TBA), (também representado como MDA-TBA em alguns
trabalhos), conforme mostrado na Figura 5. Métodos espectrofotométricos ou fluorométricos

podem ser usados para determinar este produto. No primeiro método, a absor¢do ocorre na faixa
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de 532 a 535 nm e, no segundo, ha excitagdo em 532 nm e emissdo em 553 nm (Antolovich et
al., 2002; Claeson; Aberg; Karlberg, 2000; Cooley; Lunte, 2011; Giera; Lingeman; Niessen,
2012; Grotto et al., 2007; Kartavenka et al., 2020; Korizis et al., 2001).

Figura 5 — Reacdo entre MDA e TBA gerando o produto colorido MDA(TBA), ou MDA-TBA

HS /#N OH Sw\l\“ OH HCI,M_\ /NTSH
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+ o 0 - +2H,0
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TBA MDA-TBA

Fonte: Adaptado de Jitca et al. (2021).

Apesar de ser um método simples, o ensaio TBARS nao ¢ especifico. Isso ocorre porque
varias substancias além do MDA, como aminoacidos, proteinas, fosfolipidios e aldeidos de
baixa massa molar (LMWAs, do inglés low molecular weight aldehydes), podem reagir com o
TBA levando a resultados superestimados. Essa superestimacao dos resultados também pode
ser causada pela possibilidade de oxidagdo de componentes da matriz bioldgica devido a alta
temperatura. Ganhos em seletividade ocorreram usando técnicas de separacdao como HPLC, em
que o produto MDA(TBA), ¢ separado e detectado por absorbancia ou fluorescéncia
(Antolovich et al., 2002; Claeson; Aberg; Karlberg, 2000; Cooley; Lunte, 2011; Del Rio;
Stewart; Pellegrini, 2005; Grotto et al., 2007; Kartavenka et al., 2020; Korizis et al., 2001).

1.4.2 Outras técnicas para a determinacio de MDA

Hé relatos na literatura da utilizagao de outras técnicas como HPLC para a determinagao
de MDA em amostras bioldgicas, sendo que alguns métodos se baseiam em derivatizagao.
Diferentes derivatizantes sao encontrados na literatura, como o TBA (ja usado no ensaio
TBARS), N-acetil-hidrazina acridona (AHAD, do inglé€s N-acetylhydrazine acridone) e
dansilhidrazina (DH) (Del Rio; Stewart; Pellegrini, 2005; Do Nascimento et al., 2023; Dong;
Tang; Chen, 2020; Giera; Lingeman; Niessen, 2012; Grotto et al., 2007; Kartavenka et al.,
2020; Valenzuela, 1991).

Grotto e colaboradores (2007) desenvolveram um método baseado em cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccgao visivel (HPLC — Vis) para determinar MDA na forma

do aduto MDA(TBA), em plasma humano. A extragdo do aduto pode ter sido feita para
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melhorar a detec¢do, uma vez que, em amostras com lipidios, pode haver turbidez no
sobrenadante, o que dificulta a deteccdo espectrofotométrica (Grotto et al., 2007; Kartavenka
et al., 2020; Valenzuela, 1991).

Dong e colaboradores (2020) desenvolveram um método para determinar MDA na
prostata de ratos usando HPLC e deteccdo de fluorescéncia. Para isso, a AHAD foi usada como
um reagente de derivatizagdo fluorescente. Algumas vantagens que foram relatadas da AHAD
sobre a TBA sdo a menor temperatura de derivatizacdo e maior rapidez (Dong; Tang; Chen,
2020).

O reagente derivatizante DH foi utilizado em um método por cromatografia liquida com
detecc¢do por espectrometro de massas (LC — MS, do inglés Liquid chromatography coupled to
Mass Spectrometer detection) para a determinacdo de MDA em amostras de urina e soro. A
derivatiza¢do se baseou na reatividade do MDA em relacdo a nucledfilos, produzindo um
derivado hidrazona estavel do MDA (MDA — DH pirazol) (Giera; Lingeman; Niessen, 2012;
Kartavenka et al., 2020).

Outra técnica que tem sido utilizada para determinar MDA em amostras biologicas ¢ a
Eletroforese Capilar (CE, do inglé€s Capillary Electrophoresis). O artigo de revisao publicado
por Do Nascimento e colaboradores (2023) mostrou que até¢ 2023, treze artigos haviam sido
publicados objetivando a determinacdo de MDA em diversas amostras biologicas por essa
técnica. Nesses artigos, foram discutidas possibilidades para a analise desse analito em diversos
tecidos e fluidos bioldgicos de humanos e ratos, incluindo analises de MDA livre e MDA total,
com ¢ sem a realizagdo de derivatizacdo, utilizagdo de deteccao por UV e fluorescéncia,
determinagdo simultdnea com outros analitos e estudos de preparacdo de amostras (Do
Nascimento et al., 2023).

Esses artigos mostraram que o uso da CE para a analise de MDA em amostras bioldgicas
apresentava vantagens sobre outras técnicas, como o uso de uma pequena quantidade de
amostra, um eletrélito (BGE, do inglé€s background electrolyte) aquoso, utilizacdo de baixo
volume de solvente organico, curto tempo de analise, alta eficiéncia, auséncia de derivatizagao
na etapa de preparagao da amostra e separacao de interferentes. Embora algumas metodologias
para a determinagdao de MDA por CE facam a sua derivatizacdo, a maioria dos artigos
encontrados mostra que a auséncia de uma etapa de derivatizacao € possivel, o que pode reduzir
o tempo de preparagao da amostra. Esses fatores mostram o excelente potencial da CE para a
determinagdo de MDA em amostras bioldgicas (Do Nascimento ef al., 2023; Paroni; Fermo;

Cighetti, 2002; Wilson et al., 1997; Zinellu et al., 2011a, 2011b).
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Apesar dos avancos alcangados pela CE na andlise de MDA em amostras bioldgicas nos
ultimos anos, existem muitas possibilidades de aprimoramento dos métodos. Essas
possibilidades envolvem ganhos de sensibilidade do método, aumento da frequéncia analitica
e preparo de amostras para a determinacdo de MDA livre e total (Do Nascimento et al., 2023).

A melhora da sensibilidade do método se relaciona a redu¢do do limite de detecgdo
(LOD, do inglés limit of detection) ja que o MDA ¢ encontrado em amostras biologicas em
baixas concentragdes. De fato, adultos nos Estados Unidos apresentam 1,1 umol L' de MDA
livre e 13,4 umol L' de MDA total em urina. Em plasma, sio encontrados valores de referéncia
de MDA total em individuos sauddveis na faixa de 0,138 a 13,8 umol L. Portanto, métodos
que detectem MDA em baixas concentracdes sao necessarios. A pré-concentracio on-line €
uma maneira elegante e eficiente de enriquecimento de analitos, técnica que j& se mostrou
vidvel em relatos da literatura. Assim, os fatores que afetam esse processo devem ser
investigados. A Quimiometria ¢ uma ferramenta que pode ser usada para essa investigacao, pois
pode analisar os fatores que influenciam significativamente no enriquecimento. Alguns fatores
que podem ser estudados sdo os parametros eletrocinéticos de injecdo da amostra (voltagem
aplicada e tempo de aplicagdo da voltagem) e concentracao do BGE. Ja a melhora da frequéncia
analitica pode ser alcancada pela diminuicdo do tempo de migracdo do MDA. Para isso,
algumas variaveis devem ser avaliadas, como a composi¢ao do BGE, que inclui estudos sobre
o tipo de tampao utilizado (mobilidade, pH e concentracao, por exemplo) e uso de aditivos. A
voltagem aplicada também ¢ um fator relevante da avaliagao (Antunes et al., 2008; Cui et al.,
2018; Do Nascimento et al., 2023).

MDA livre e total tem sido medidos por CE em diversas matrizes bioldgicas, como
plasma e urina. Porém, até 2023, apenas um artigo havia sido publicado com o objetivo de
determinar MDA em urina. Nesse trabalho, o MDA foi determinado por fluorescéncia, como

MDA livre, ap6s sua derivatizagdo com fluoresceina 5-tiossemicarbazida (Bafios; Silva, 2011).

1.4.3 Amostras biolégicas

Até o momento, o soro ¢ o principal fluido bioldégico usado nos estudos de elucidagao
do papel do estresse oxidativo sobre a COVID-19. Porém, a urina € outro fluido bioloégico que
pode ser avaliado para esses propositos, tendo a vantagem de apresentar uma coleta simples e

nao invasiva (Moreira et al., 2022, 2023).



33

1.4.3.1 Urina

A urina ¢ um fluido biologico que pode ser avaliado para monitorar MDA. De fato,
estudos tém mostrado niveis elevados desse biomarcador em condigdes de infecgdo do trato
urinario (Do Nascimento et al., 2023; Moreira et al., 2022; Toto et al., 2022).

A urina “é um fluido transparente, estéril e de cor ambar gerado pelos rins” (Bouatra et
al., 2013) de mamiferos. E o produto da extragio dos residuos solaveis da corrente sanguinea
pelos rins, além do excesso de dgua e diversos compostos. Dessa forma, a urina ¢ composta por
ureia, sais inorganicos, creatinina, amonia, acidos organicos, toxinas soliveis em agua, entre

outros (Bouatra ef al., 2013; Moreira et al., 2023).

1.4.3.2 Plasma

O plasma ¢ um liquido amarelo claro obtido do sangue total apos centrifugacdo com um
anticoagulante. Na centrifugacdo, a porcao celular do sangue total composta pelos eritrocitos
(hemécias), leucdcitos e trombocitos (plaquetas) sdo decantadas. O soro se diferencia do plasma
pela coagulagdo do sangue total sem anticoagulante, sendo centrifugado s6 apds essa
coagulacdo, de forma que o soro € o plasma sem o fibrinogénio (De Oliveira Moreira et al.,
2023; Labarinas; Arni; Karam, 2013; NBME, 2024).

O plasma ¢ constituido por 91 a 92% de agua, proteinas como albumina, globulina,
imunoglobulinas e fibrinogénio, eletrolitos como sédio, potassio, calcio, magnésio, cloreto,
bicarbonato e glicose, creatinina, acido tUrico, hormodnios, enzimas, vitaminas, lipideos,
carboidratos e aminoacidos, entre outras pequenas moléculas organicas suspensas ou
dissolvidas nele (De Oliveira Moreira et al., 2023; Labarinas; Arni; Karam, 2013; NBME,
2024).

1.5 ELETROFORESE CAPILAR (CE)

A CE ¢ uma técnica de separagao analitica que se baseia na migragdo diferenciada de
compostos neutros, espécies ionizaveis e ions solvatados mediante a aplicagdo de um campo
elétrico a um tubo capilar contendo uma solugao eletrolitica (Kitagawa; Otsuka, 2014; Oliveira

etal.,2012).

Uma representacdo esquematica do equipamento de CE ¢ demonstrada na Figura 6.
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Figura 6 — Representacdo esquematica do equipamento de CE

Anodo
(+)

Tempo (min)

F
]

R e Ry frascos reservatorios (vials), €1 € ex: eletrodos, F: fonte de alta tensdo, D: detector, C:
computador para obtengdo e tratamento dos dados, EOF: fluxo eletrosmético
Fonte: Spudeit; Dolzan; Micke (2012).

O instrumento consiste, basicamente, em um tubo capilar onde a separacao ocorre, uma
fonte de alta tensdo (F, que opera com voltagens de até¢ + 30 kV), um par de eletrodos (e e e2)
(geralmente, de platina), um detector (D), frascos reservatérios (vials) de amostra e BGE (R e
R») e um computador (C) para obtencao e tratamento de dados (Baker, 1995; Spudeit; Dolzan;
Micke, 2012).

Entre os varios modos de CE disponiveis, um dois mais utilizados consiste na
Eletroforese Capilar de Zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis), também
conhecida como eletroforese capilar em solugdo livre, porém este ¢ o termo menos utilizado
(Baker, 1995; Tavares, 1997).

A CZE possibilita a separagao de ions e compostos ionizaveis. Para isso, um tubo capilar
¢ preenchido com um BGE, geralmente de composi¢ao constante e caracteristicas tamponantes.
Quando a amostra ¢ injetada e uma tensao constante ¢ aplicada, os solutos migram através do
capilar em zonas com velocidades constantes, mas que sdao distintas por causa das suas
mobilidades eletroforéticas, o que gera a separagao dos analitos (Baker, 1995; Tavares, 1997).

Os tubos capilares mais usados em CE sao os de silica fundida. Esses capilares possuem
grupos silanol (Si — OH) que sao ionizados a grupos silanoato (Si — 07), em pH em torno de
3,0, quando o BGE ¢ inserido no capilar. Geralmente, uma solugado basica como o hidroxido de
sodio (NaOH) ¢ inserida no capilar para melhorar a ionizagdo (Baker, 1995).

Apos a lavagem do capilar com base forte para melhorar a sua ionizagdo, o BGE ¢
inserido no capilar. Com isso, a superficie interna do capilar que esta carregada negativamente

atrai os cations do BGE, formando uma camada interna de cations que ¢ denominada como
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camada fixa. Essa camada fixa ndo possui carga positiva suficiente para neutralizar as cargas
negativas da superficie interna do capilar. Por isso, uma segunda camada de cations, a camada
movel, se forma nas proximidades da camada fixa. As duas camadas em conjunto recebem o
nome de dupla camada difusa (Baker, 1995).

Quando a voltagem ¢ aplicada, os cations da camada mével sdo atraidos em dire¢do ao
catodo (polo negativo). Como esses cations sdo solvatados, o BGE ¢ arrastado com eles,
causando o fluxo eletrosmético (EOF, do inglés electroosmotic flow), que tem uma velocidade
que ¢ chamada de velocidade eletrosmética (9ggr), dada pela Equagdo (1). De forma que o
EOF ¢ direcionado do polo positivo (anodo) para o polo negativo (catodo). Esse processo ¢

conhecido como EOF normal (Baker, 1995).
9 = £ E ao 1
EOF = J (Equagdo 1)

Na Equacao (1), € ¢ a constante dielétrica do tampao, ¢ ¢ o potencial zeta, E ¢ o campo
elétrico aplicado e n corresponde a viscosidade do BGE. Sendo que o ¢ determinado pela
carga na superficie do capilar e € proporcional a espessura da dupla camada difusa (Baker,
1995).

E possivel realizar a inversdo do EOF. Uma maneira de realizar essa inversio ¢ pela
adicao de um surfactante cationico ao BGE. Os surfactantes mais utilizados sao os derivados
de sais quaternarios de amoénio de cadeia longa, como o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB,
do inglés cetiltrimethylammoniumbromide). Nessa condi¢ao, enquanto a cauda hidrofébica da
amina quaterndria interage entre si, a cauda hidrofilica carregada positivamente interage com
os grupos silanoato da superficie interna do capilar ¢ com os anions do BGE. Quando a
voltagem ¢ aplicada, essa camada negativa que esta nas proximidades da superficie interna do
capilar ¢ atraida pelo anodo (polo positivo). E como esses anions sdo solvatados, o BGE ¢
conduzido com as espécies negativamente carregadas, causando o EOF. Como o EOF ¢
direcionado do polo negativo (catodo) para o positivo (anodo), ele ¢ chamado de EOF invertido,
sendo muito usado para diminuir o tempo de migracao de analitos (Baker, 1995; Colombara;
Tavares; Massaro, 1997; Tavares, 1997).

Ao aplicar uma tensdo constante, os analitos carregados migrardo através do capilar com
uma velocidade, caracteristica e distinta para cada um, que ¢ chamada de velocidade
eletroforética (9gp), dada pela Equacao (2), que ¢ dependente da mobilidade eletroforética (pgp)
e do E (Baker, 1995).
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9gp = ugp E (Equagdo 2)

A ugp € a mobilidade caracteristica de cada ion em solu¢do e ¢ dada pela Equagao (3),

em que, q € a carga do analito ionizado e r, o raio do soluto, que ¢ assumido como radial. Dessa

forma, tem-se que quanto maior a razao carga/raio (%) do ion, maior a pgp para um dado E e

BGE usado, o que resulta em maior velocidade (Baker, 1995):

-4
HEP 6rmr

(Equacgdo 3)
A pgp também pode ser expressa em fungdo do E, pela Equacdo (4), em que o E ¢

definido como a razdo entre a voltagem aplicada (V) e o comprimento total do capilar (L)

(Baker, 1995).

_ O _ Spl
HEP E v

(Equacgao 4)

A separagdo das espécies ocorre devido a diferenca da 9gp entre elas (Baker, 1995;
Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).
A velocidade do analito no sistema eletroforético, chamada de velocidade eletroforética

observada (9ggs) depende tanto da 9ggr quanto da 9gp e € dada pela Equagao (5) (Baker, 1995).

Yops = Ygp + 9gor (Equagdo 5)

A mobilidade eletroforética observada (Hggs) também ¢ influenciada pela mobilidade

eletrosmotica (Ugor) € Ugp pela Equagado (6) (Baker, 1995):

Hoss = Mgp + Hgor (Equagdo 6)

O equipamento de CE possibilita o uso de voltagem tanto positiva quanto negativa. Assim,
o controle do EOF e da polaridade da fonte de alta tensdao ¢ importante para a analise de anions
(Tavares, 1997).

Se a polaridade da fonte de alta tensdo ¢ positiva na extremidade do capilar em que €

feita a introduc¢do da amostra, a polaridade ¢ chamada de normal. Mas se a polaridade ¢ negativa
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na extremidade do capilar em que ¢ introduzida a amostra, a polaridade ¢ chamada de invertida
(Baker, 1995; Colombara; Tavares; Massaro, 1997; Tavares, 1997).

Na analise de anions sob EOF normal (EOF direcionado ao catodo (-)) e polaridade normal
(positiva na extremidade em que ¢ feita a introdugdo da amostra), como os anions sdo atraidos pelo
anodo (polo positivo) assim como a sua [gp, hd 0 movimento na diregao oposta ao EOF, conforme
mostra a Figura 7. Assim, passam pelo detector os anions maiores, ja que sdo arrastados pelo EOF
por serem mais lentos e apresentarem mobilidade menor do que o EOF. Se os anions forem rapidos
ou moderadamente lentos, eles deixam a coluna assim que o campo elétrico é aplicado e nio

atingem o detector (Baker, 1995; Colombara; Tavares; Massaro, 1997; Tavares, 1997).

Figura 7 — CE com polaridade normal e EOF normal para anions
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OrorF: velocidade eletrosmotica, 9gp: velocidade eletroforética
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Dessa forma, para a analise de anions rapidos, ¢ interessante a inversao da polaridade da
fonte de alta tensdo. Assim, o detector fica posicionado do lado positivo (anodo), exercendo atragao
sobre os anions, enquanto o EOF continua direcionado ao catodo (polo negativo), conforme a
Figura 8. Os anions continuam migrando na direcao oposta ao EOF, porém como os anions rapidos
possuem mobilidade maior do que o EOF, eles conseguem ser detectados no detector. Entretanto,
o fato de migrarem no fluxo contraeletrosmotico pode levar a andlises com tempo maior (Baker,

1995; Colombara; Tavares; Massaro, 1997; Tavares, 1997).
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Figura 8 — CE com EOF normal e polaridade invertida para anions
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A diminui¢do do tempo de migragao dos anions pode ser realizada pela inversao do EOF,
mantendo a polaridade invertida. Para essa inversao, pode ser adicionado um surfactante catidnico,
como o CTAB, ao BGE. Nessa condi¢ao, como demonstrado na Figura 9, a cauda hidrofilica da
amina quaterndria carregada positivamente interage com os grupos silanoato (Si — 07) da parede
do capilar, enquanto a cauda hidrofobica se associa entre si. A cauda hidrofilica também interage
com os anions do BGE, que ao serem atraidos pelo polo positivo (anodo) invertem o EOF sob a
acao de um campo elétrico. Dessa forma, os anions migrarao no fluxo coeletrosmético, diminuindo

o tempo de migragado (Baker, 1995; Colombara; Tavares; Massaro, 1997; Tavares, 1997).

Figura 9 — CE com EOF invertido e polaridade invertida para anions
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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1.5.1 Injecao de amostras em CE

A injecdo de amostras no capilar pode ocorrer de duas formas, por inje¢do hidrodindmica
ou por injegdo eletrocinética. Na inje¢do hidrodinamica, forma mais comum de introducdo de
amostras, a injecdo pode ser feita por pressdo ou gravidade. A injecdo por pressao ¢ feita pela
aplicagdo de pressdao no reservatorio de amostra, levando a uma diferenga de pressdo entre esse
reservatorio e o capilar. Na injegao por gravidade, conhecida também como sifonamento, a injegao
¢ realizada elevando o reservatorio de amostra a uma altura conhecida acima do reservatorio
contendo BGE, de modo que a solu¢do de amostra entre no capilar (Baker, 1995; Krivacsy et al.,
1999; Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).

A segunda forma de injecdo de amostras € a eletrocinética ou por eletromigracao. Nesse
tipo de introduc¢do de amostra, ela ¢ introduzida através da aplicagdao de voltagem a um eletrodo
imerso no reservatorio contendo a amostra, produzindo um campo elétrico de forma que os
componentes da amostra migram para dentro do capilar pelo EOF e pgp. Compostos neutros sao
injetados por acao do EOF ja que sua pggr € igual a zero. Apesar de ndo ser a forma mais comum
de inje¢do de amostras em CE, ela vem ganhando espago devido a sua aplicabilidade em técnicas
de pré-concentragao de analitos (Baker, 1995; Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).

Na inje¢ao hidrodindmica, o volume injetado (V) ¢ calculado pela equagdo de Poiseulle
Equagio (7), em que rj,; € o raio interno do capilar, ng € a viscosidade da amostra € Apj; € a

diferenca de pressdo da injecao (Baker, 1995; Krivacsy et al., 1999).

4
__ ADinj tinj T'int

U
V, = 8n.L (Equagao 7)

A quantidade de analitos injetados (n,) ¢ obtida pela Equagdo (8), em que c, ¢ a

concentragao molar do analito (Krivacsy et al., 1999).

Apinj tinj ri4nt T Cy
8ns L

n, =Vscy = (Equacao 8)
Na inje¢do eletrocinética, n, ¢ dada pela Equagdo (9), em que Vj,; € a voltagem de
injecdo e tjp; € o tempo de injecdo. Por essa equagdo, percebe-se que a n, pode ser aumentada

variando-se a Vip; € a ty,; (Krivacsy et al., 1999).
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Vinj tinj Ca Tt T (Mgp + HEOF)
L

n, = (Equacgdo 9)

O V; ¢ dado pela Equacao (10).

2
Vinj tinj MEOF Tint

T
3 (Equacao 10)

Vg =

Comparando-se as Equacgdes (8) e (9), ou seja, comparando-se a n, dos dois tipos de
introdugdo de amostras em CE, a injegdo depende de pardmetros do equipamento como Apjp;,
tinj € Vinj € de pardmetros do capilar como rin € L. A inje¢do eletrocinética varia ainda com a

Ueor que depende do BGE, enquanto a hidrodindmica resulta dang. Porém, os dois tipos de
introdugao de amostra dependem ainda das caracteristicas do analito, sendo a c, preponderante na
hidrodinamica e a combinagdo entre c, € [gp €ssenciais para a eletrocinética. Isso significa que
a injecao hidrodindmica nao ¢ discriminativa para diferentes tipos de analitos. Porém, a inje¢ao
eletrocinética ¢ discriminativa para ions, pois ions de maior pgp sdao injetados em maior
quantidade e ions de menor pgp sdo injetados em menor teor. Além disso, a alteracdo da
polaridade da Vi,; (positiva ou negativa) pode favorecer cations ou anions, excluindo-se a

injecao de um deles (Krivacsy ef al., 1999).

1.5.2 Técnicas de pré-concentracio de amostras on-line em CE

A CE ¢é uma técnica capaz de separar analitos em amostras complexas. Para a deteccao,
costumam ser empregadas técnicas de pré-concentragdo de amostras on-line e off-line
(Kitagawa; Otsuka, 2014).

Especialmente para fluidos bioldgicos, as técnicas de pré-concentragdo off-line na etapa
de pré-tratamento de amostra sao necessarias, seja para extrair ou enriquecer os analitos. Nos
ultimos anos, varias técnicas de extracao off-line incluindo extracao liquido-liquido e extragao
em fase solida sao combinados com CE. Essas técnicas de pré-concentragdo e pré-tratamento
das amostras, apesar de efetivas, aumentam as etapas da analise e o tempo de processamento
(Kitagawa; Otsuka, 2014; Raterink et al., 2014).

Em comparagdo com as técnicas off-line, as técnicas de pré-concentra¢do de amostra
on-line sdo realizadas no capilar de separacdo. Entre elas, a técnica de inje¢do de amostra

amplificada por campo (FASIL, do inglés field-amplified sample injection) fornece boa
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eficiéncia de enriquecimento. Na FASI, os analitos s3o injetados no capilar eletrocineticamente,
ou seja, com aplicacao de voltagem. A solugdo da amostra tem menor condutividade em relacao
a solu¢do do BGE. Como a intensidade do campo elétrico ¢ inversamente proporcional a
condutividade elétrica, o campo elétrico da zona de amostra ¢ maior do que no BGE. Dessa
forma, a migragdo de analitos i6nicos na zona de amostra ¢ maior do que na zona de BGE, de
modo que os analitos se acumulam na interface entre a zona de amostra e a zona de BGE (Gao
et al., 2019; Kitagawa; Otsuka, 2014).

Com a FASI, Zinellu e colaboradores (2011) alcancaram um LOD de 3 nmol L na
determinagdo de MDA livre em plasma humano por CE — UV, de modo que houve um aumento
de sensibilidade de cerca de 100 vezes em relagdo a inje¢ao hidrodinamica, permitindo detectar
baixas concentragdes de MDA. Assim, a FASI se mostra como uma abordagem interessante
para detectar baixas concentracdoes de MDA (Zinellu et al., 2011b).

Estudos podem ser realizados para otimizar a FASI, de modo a garantir um
enriquecimento adequado. Nesse sentido, o planejamento de experimentos pode ser uma
ferramenta essencial para essa otimizacdo, podendo definir os fatores que influenciam
significativamente na FASI. Os fatores mais importantes que podem ser estudados sdo a
concentracao do BGE e os parametros da inje¢ao eletrocinética da amostra (tempo e voltagem
aplicada). Esse planejamento pode fornecer informagdes valiosas sobre a influéncia individual

de cada fator na FASI, e a relacdo entre esses fatores (Do Nascimento et al., 2023).
1.5.3 Curva de mobilidade efetiva (n.f) x pH

Substancias que se comportam como acidos ou bases fracos apresentam pelo menos
duas espécies em equilibrio: uma neutra, de mobilidade zero, e outra ionizada, com uma
mobilidade especifica, chamada de mobilidade efetiva (pef) (Spudeit; Dolzan; Micke, 2012;
Tavares, 1996).

A per de uma determinada espécie i, em solugdo, em equilibrio com diferentes espécies
J, pode ser calculada pela definicao de Tiselius, que afirma que as espécies em equilibrio irdo
migrar sob a influéncia de um campo elétrico com uma mobilidade efetiva dada pela Equagao

(10) (Tavares, 1996).

ety = ) (tgp ) (Equagdo 10)



42

Em que, o; representa a fragdo molar ou fungdo de distribuigdo das espécies € pgp a
mobilidade eletroforética de cada espécie em equilibrio (Tavares, 1996).

A fungdo de distribuicdo depende da magnitude da constante de dissociacdo do soluto
(pKa) e determina as espécies que predominam em um dado valor de pH. Dessa forma,
possuindo os valores de pKa ¢ possivel calcular a fungdo de distribui¢do das espécies em
equilibrio, em um dado intervalo de pH (Tavares, 1996).

Construida essa fungo, e com o auxilio das pugp das espécies, determina-se os valores
de mobilidade efetiva das espécies em um determinado pH. Com esses valores, é possivel
construir uma curva de mobilidade efetiva versus pH.

Essa curva ¢ um modo tedrico 1util para escolha do melhor pH para uma determinada
separagao ocorrer, auxiliando na escolha dos constituintes dos BGEs, pois ela determina o pH
em que as diferencas entre as mobilidades do analito e de interferentes da matriz da amostra

sdo maximizadas, melhorando a separacao (Tavares, 1996).

1.5.4 Deteccido UV/Vis

Em CE, o modo de deteccdo mais utilizado ¢ o baseado na absorbancia da luz
ultravioleta (UV) ou Vis. Ele ¢ usado quando as espécies de interesse apresentam absor¢ao na
regido do ultravioleta e/ou visivel. Quando se incide luz sobre o capilar, a amostra absorve parte
dessa luz e o que ndo ¢ absorvido ¢ detectada por um fotodetector, também chamado de
fotodiodo (Baker, 1995; Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).

O principio da detec¢do por UV/Vis ¢ baseada na lei de Lambert Beer, em que a

absorbancia (A) ¢ dada pela Equagao (11) (Baker, 1995; Sato, 2014).

A = ebc, (Equagdo 11)

Em que € ¢ a absortividade molar e b, o comprimento 6ptico. Para a CE, b sera o proprio
diametro interno do capilar. A absortividade molar depende das caracteristicas do grupo
cromoforo do soluto, do comprimento de onda incidente ¢ da composigao do BGE (Baker,
1995; Sato, 2014).

Considerando esse tipo de deteccao, € possivel detectar o MDA no UV, sem a realizacdo
de uma etapa de derivatizagdo. Como visto na Figura 4, o MDA apresenta absor¢do no UV,

sendo o seu comprimento de onda de méxima absor¢do em 267 nm em condi¢des neutras ou
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alcalinas e 245 nm em condi¢des acidas (Esterbauer; Schaur; Zollner, 1991; Georgakopoulos
et al., 2010; Tsikas, 2017).

Alguns artigos que determinam MDA em amostras biologicas por CE realizam uma
etapa de derivatizagdo para permitir que o MDA seja detectado por fluorescéncia. Dessa forma,
a deteccdo do MDA no UV em cerca de 267 nm ¢ uma vantagem do método, pois corrobora
com a sua seletividade. Além disso, evita uma etapa de derivatizacdo, trazendo ganhos como
reducdo do tempo de preparo de amostras e consumo de reagentes, além de diminuir a
possibilidade de geragdo de interferentes durante a etapa de preparo de amostras (Do

Nascimento et al., 2023).

1.6 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos tem sido utilizado, entre outros, para desenvolver
métodos analiticos € melhorar a performance de analises.

O planejamento fatorial auxilia o planejamento de experimentos, fornecendo dados
organizados que colabora com a interpretacdo e entendimento do sistema em estudo.

Para a execuc¢dao de um planejamento fatorial, inicialmente ¢ preciso definir os fatores
ou variaveis de interesse, assim como as respostas. Ambos podem ser qualitativos ou
quantitativos. Também ¢ necessario identificar com clareza quais os objetivos que se pretende
alcancar, ja que cada objetivo pretendido necessita de um determinado planejamento (Neto;
Scarminio; Bruns, 2001).

Em seguida, identifica-se os niveis em que cada fator sera avaliado. O planejamento
fatorial completo executa experimentos em todas as combinagdes possiveis dos niveis, com
cada combinagdo correspondendo a um ensaio experimental (Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Um planejamento com k fatores, variando em n niveis, contara com n¥

ensaios. Se, por
exemplo, um determinado estudo avaliara o efeito de 3 fatores (k = 3) sobre uma determinada
resposta, variando em 2 niveis (n = 2) em cada um, o planejamento fatorial completo realizara
2? ensaios experimentais, ou seja, 8 experimentos ao todo. Esse valor corresponde a um nimero
minimo de experimentos a serem realizados. Em caso de interesse em estimar o erro
experimental, sdo necessarios a repeti¢ao de experimentos, o que demanda a realizacao de mais
ensaios (Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Nesse tipo de experimento, o nivel inferior ¢ indicado pelo simbolo (-), o nivel

intermediario tem sua indica¢do dada pelo simbolo (0) e o nivel superior ¢ indicado pelo

simbolo (+) (Neto; Scarminio; Bruns, 2001).
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1.6.1 Planejamento Box-Behnken

Os planejamentos Box-Behnken se baseiam em experimentos fatoriais incompletos de
trés niveis (n = 3). O nimero de experimentos (N) desse planejamento ¢ dado pela Equacao
(12), em que C, ¢ o nimero de pontos centrais. Um planejamento com trés fatores (k = 3) e

triplicata no ponto central (C, = 3) tera, portanto, 15 experimentos (Ferreira ef al., 2007).

N =2k (k—1) + C, (Equagido 12)

A Tabela 1 mostra os valores codificados dos niveis para cada fator de um planejamento
Box-Behnken com trés fatores (k = 3), trés niveis (n = 3) e triplicata no ponto central (C, =

3, representado pelos Ensaios M, N e O), totalizando 15 experimentos (N = 15).

Tabela 1 — Codificacdo dos niveis para o planejamento Box-Behnken com trés fatores (k =

3) e trés niveis (n = 3)

Ensaio X1 X2 X3
A -1 -1 0
B 1 -1 0
C -1 1 0
D 1 1 0
E -1 0 -1
F | 0 -1
G -1 0 1
H 1 0 1
I 0 -1 -1
J 0 1 -1
K 0 -1 1
L 0 1 1
M 0 0 0
N 0 0 0
(0 0 0 0

X1, Xz e X3 sdo os fatores
Fonte: Ferreira et al. (2007).
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Nesse trabalho, um planejamento Box-Behnken, com triplicata no ponto central,
envolvendo trés fatores (concentragdo do BGE, voltagem aplicada durante a injecdo

eletrocinética e o tempo da inje¢do eletrocinética) foi implementado.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e otimizar um método por
Eletroforese Capilar para a determinagao do biomarcador malondialdeido em amostras de urina
de individuos submetidos ao teste de COVID-19 e em amostras de plasma de individuos sob

suplementagdo de dmega 3.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinagdo da mobilidade eletroforética do malondialdeido.

e Utilizag¢do do software PeakMaster® para simulagio da separagio eletroforética.

e Construgdo de curva de mobilidade efetiva x pH.

e Otimizagdo do preparo de amostras de urina e plasma.

e Desenvolvimento e otimizacao de método para determinacao de malondialdeido livre e total
em urina por CZE — UV.

e Desenvolvimento e otimizacao de método para determinacao de malondialdeido livre e total
em plasma por CZE — UV.

e Implementacdo de planejamento de experimentos Box-Behnken, com triplicata no ponto
central, com os fatores concentragdo do BGE, voltagem aplicada durante a inje¢ao
eletrocinética e tempo da injecdo eletrocinética, para otimizagdo da pré-concentracao do

malondialdeido.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

A agua foi purificada pelo sistema de osmose reversa (Quimis — Diadema, Brasil).

Acido cloridrico (HCI) P.A., brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), fosfato de sodio
dibasico P.A. anidro (Na;HPOs) e acetonitrila (ACN) P.A. — A.C.S. foram adquiridos da
VETEC (Duque de Caxias, Brasil), hidroxido de s6dio (NaOH) micropérola P.A. foi adquirido
da Synth (Diadema, Brasil), metanol (MeOH) P.A. — A.C.S. e acetona P.A. — A.C.S. foram
obtidos da Dinamica (Sao Paulo, Brasil), cloreto de sddio (NaCl), acido tricloroacético (TCA)
e creatinina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, E.U.A.), isopropanol P.A. foi
adquirido da Cinética Reagentes e Solugdes (Jandira, Brasil). Padrao de sal de malondialdeido
tetrabutilamonio (MDA) e tris (hidroximetil) amino metano (TRIS) A.C.S. foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (Cotia, SP, Brasil), a ureia foi adquirida da Sigma-Aldrich (Sao Paulo,
Brasil), o cloreto de potassio (KCI) foi adquirido da Isofar (Capivari, Duque de Caxias, R.J. O
detergente neutro Extran® MA 02 foi adquirido da Merck S.A. (Rio de Janeiro — RJ).

Solucdo de NaOH na concentracdo de 1 mol L™! foi preparada para condicionamento do
capilar e limpeza entre corridas. Solugdes de NaOH 1,5 mol L' e TCA 16% (m/v) foram
elaboradas para o preparo das amostras.

Solugdo estoque de CTAB foi preparada na concentragdo de 20 mmol L™! e estocada em
geladeira. A solucdo estoque do tampao composto por TRIS (400 mmol L") e HCI (200 mmol
L") foi preparada e estocada em geladeira.

O BGE, composto por TRIS 40 mmol L', HC1 20 mmol L' e CTAB 2,5 mmol L}, pH
8,0, foi preparado em baldao volumétrico pela mistura de volumes adequados das solucdes
estoque de TRIS/HC1400 mmol L*'/200 mmol L' e CTAB 20 mmol L™, completando o volume

com agua deionizada.

3.2 INSTRUMENTACAO

Os experimentos foram realizados em um equipamento de eletroforese capilar modelo
Agilent 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD) configurado nos comprimentos de onda de interesse (peak width > 0.1 min; 2 s
response time; 2.5 Hz), controle, aquisi¢do e tratamento dos dados em sofiware (ChemStation

A.06.01), disponivel no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. A
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temperatura do cartucho foi mantida em 25 °C. Injecdo hidrodinamica de solucdo padrao de

MDA ou amostra foi realizada a 50 mbar por 5 s, seguida por inje¢ao hidrodinamica de BGE

(25 mbar por 5 s), ambos pela extremidade do capilar mais distante ao detector. A inje¢ao

eletrocinética também ocorreu pela extremidade mais distante ao detector e seguiu a seguinte

ordem: agua (14 mbar por 4 s), solugdo padrao de MDA ou amostra (-10 kV por 60 s) e BGE

(25 mbar por 5 s). O sistema eletroforético foi mantido sob uma voltagem constante de — 28

kV.

Dois tipos diferentes de capilares foram utilizados:

e Capilares de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP, Polymicro Technologies,
Phoenix, EUA) de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm de comprimento efetivo), 50 pm
de diametro interno e 375 pm diametro externo.

e C(Capilares de silica fundida revestidos com PTFE (série TSU, Polymicro Technologies,
Phoenix, USA) de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm de comprimento efetivo), 75 um
de didmetro interno e 375 pm diametro externo.

A medida espectrofotométrica da solugdo aquosa de MDA na concentracao de 32 umol

L' foi realizada em um espectrofotometro Shimadzu UV-1800, softiware UVPROBE, com

célula de quartzo (caminho 6ptico de 1,0 cm), disponivel no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.3 PROCEDIMENTO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE MDA

Os capilares foram condicionados antes da sequéncia de andlises com solugao aquosa
de NaOH a 1,0 mol L! (40 min), 4gua deionizada (20 min) e BGE (20 min). Entre as corridas,
a limpeza do capilar foi realizada com solu¢do aquosa de NaOH 1 mol L' (1 min), 4gua
deionizada (1 min), solugdio aquosa de MeOH 1 mol L™ (1 min), 4gua deionizada (1 min) e
BGE (1 min).

Ao final da sequéncia de analises, a limpeza do capilar foi realizada com solugdo aquosa
de NaOH 1 mol L' (10 min), 4gua deionizada (10 min) e ar (5 min) e armazenado para uso
posterior.

Os eletrodos de platina utilizados foram lavados em lavadora ultrassonica com
isopropanol (15 min).

Os prepunchers foram lavados, sempre que foi observada acumulagdo de sujeira, da
mesma forma que os eletrodos. Na mesma situacdo, os vial lift stations foram limpos com

isopropanol usando um cotonete.
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O alinhador ¢ lavado com isopropanol em um banho ultrassdnico por 15 min sempre
que a sujeira se acumula.

Todas as micropipetas foram recalibradas frequentemente, para evitar erros adicionais
no preparo das solugdes/amostras, de forma a nao prejudicar a precisdo e exatidao.

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas seguindo a seguinte sequéncia: sonicagao
em banho ultrassonico utilizando detergente Extran® MA 02 na propor¢io de 10 mL do mesmo
para 2 L de agua (15 min), enxdgue com agua, sonicacdo em banho ultrassonico utilizando
mistura de 4gua e alcool comercial na propor¢ao de 10 mL de alcool para 2 L de 4gua (15 min),

finalizando o processo com trés enxagues com agua deionizada.

34 AMOSTRAS DE URINA

O trabalho objetivando a determinacdo do biomarcador malondialdeido em amostras de
urina de individuos submetidos ao teste de COVID-19 integra o projeto de titulo “Técnicas de
eletromigragdo e cromatograficas aplicadas ao estudo de metaboloma da urina para o
diagnodstico da COVID-19”.

As amostras de urina foram obtidas apds autorizagdo do Comité de Etica do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (codigos de aceite: 4.473.404; 4.566.092;
5.039.371). Os participantes foram constituidos por pessoas maiores de 18 anos que
concordaram com a sua participagdo perante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e preenchimento de questionario de anamnese (De Oliveira Moreira et al., 2023).

Todas as coletas foram realizadas em parceria com o Lemos Laboratorios de Analises
Clinicas com sede na cidade de Juiz de Fora, MG, contando com unidades de coleta em varios
bairros de Juiz de Fora (Moreira, 2024).

A pesquisa foi oferecida a individuos maiores de 18 anos com suspeita de terem
contraido a doenca e que se submeteram ao teste de RT-PCR. Os testes de detec¢dao do virus
SARS-CoV-2 foram realizados por RT-PCR utilizando o TagPath™ COVID-19 CE-IVD RT-
PCR KiT da Thermo Fisher Scientific (Palo Alto, CA, EUA) que detecta o virus nas amostras
de esfregago (swab) nasofaringeo com sensibilidade minima de 10 coépias gendmicas. Os
resultados foram processados utilizando o software interpretativo COVID-19 da Thermo Fisher
Scientific (Palo Alto, CA, EUA) (THERMOFISHER SCIENTIFIC, 2021) (Moreira, 2024).

Cada voluntario fez a coleta em tubos de centrifuga do tipo Falcon de 50 mL,

armazenando-os em sacos plasticos do tipo zip lock. A coleta foi realizada durante seis meses,
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de forma diaria. As doagdes ocorreram em horarios aleatérios do dia sem qualquer preparo
prévio dos voluntéarios (Moreira, 2024).

Apbs a coleta, as amostras passaram por um processo de triagem no qual foi adicionado
aos tubos 10% (v/v) de uma solucdo de acetona:metanol (60:40) para inativacao de eventuais
particulados virais. Em seguida, as amostras foram congeladas e enviadas ao laboratorio do
Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ), localizado no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Juiz de Fora, via transporte especifico para amostras biologicas. O
material de cada um desses tubos foi dividido em cinco tubos de centrifuga do tipo Falcon de
15 mL. Apos a selagem e codificacdo desses tubos, eles foram mantidos em ultra freezer a -50
°C (De Oliveira Moreira et al., 2023; Moreira, 2024).

A equipe envolvida no projeto usou equipamentos de protecao individual (EPIs) durante
o manuseio das amostras. Os EPIs contaram com avental descartavel, protetor facial, mascara,
sapato emborrachado hospitalar e luvas descartaveis. O material residual foi descartado em
containers especificos para material bioldgico infectante, sendo posteriormente coletado pelo
setor de Sustentabilidade da UFJF, o qual foi incinerado e/ou descontaminado por autoclave

(Moreira, 2024).

3.5 AMOSTRAS DE PLASMA

O trabalho objetivando a determinacao do biomarcador malondialdeido em amostras de
plasma de individuos sob suplementagao de d6mega 3 integra o projeto aprovado pelo Comité
de Etica do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (codigo do parecer:
4.731.228) (Lima, 2024).

O estudo contou com 24 voluntarios do sexo masculino e feminino com idades entre 29
e 59 anos apresentando excesso de peso e resisténcia a insulina, que atenderam aos critérios de
inclusdo e que concordaram com a sua participagdo perante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Dessa forma, os voluntarios foram divididos em dois
grupos de 12 individuos: um grupo que foi suplementado com 6leo de peixe (fonte de dmega
3) e o outro grupo (controle) que foi suplementado com 6leo de soja. As capsulas de dmega 3
eram constituidas por cerca de 4 g de oleo de peixe, sendo 2,4 g de acido eicosapentaenoico
(EPA, do inglés eicosapentaenoic acid) e acido docosahexaenoico (DHA do inglés,
docosahexaenoic acid). As capsulas controle (placebo) eram compostas por 6leo de soja de

tamanho, cor, e odor parecidos as capsulas de 6mega 3 (Lima, 2024).
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De inicio, o paciente foi submetido a coleta de sangue e avaliagdes pertinentes ao estudo.
Apo6s 60 dias de consumo das capsulas de 6mega 3 ou controle, os mesmos retornavam para
reavaliagcdo e nova coleta de sangue. A coleta de sangue dos voluntéarios ocorreu no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora, Unidade Dom Bosco (Lima, 2024).

O sangue foi coletado de voluntarios em jejum por 12 h, por meio das veias do
antebraco. Ele foi devidamente acondicionado em tubo sem gel separador contendo heparina.
Todo o procedimento foi realizado por um profissional devidamente capacitado. Apoés a coleta,
o plasma foi separado da série vermelha por meio de centrifugacdo (3000 rpm por 10 min).
Apbs a centrifugacdo, o plasma foi armazenado em microtubos do tipo eppendorf na cor ambar
em aliquotas de 200 pL. Todas as amostras foram armazenadas em ultra freezer, a temperatura

de -50 °C para posterior analise (Lima, 2024).

3.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

O procedimento de preparagcdo das amostras consistiu inicialmente em descongelar as

amostras de urina ou plasma em temperatura ambiente por 20 min.

3.6.1 Procedimento de preparo das amostras de urina para a determinacao de MDA

livre

O tratamento da amostra de urina para a determinagao de MDA livre foi baseado no
trabalho de De Oliveira Moreira e colaboradores (2023). Apos descongelamento das amostras
em temperatura ambiente, foi adicionado 10% (v/v) de ACN frio a 400 pL de amostra de urina
para precipitagdo de proteina, seguido de agitacdo em vortex por 30 s e centrifugagao (3500
rpm x 15 min). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido diretamente para um via/
e injetado no equipamento de CE. O esquema de preparacao da amostra para medi¢cao de MDA
livre em urina ¢ mostrado na Figura 10 (De Oliveira Moreira et al., 2023; Do Nascimento et

al., 2023).
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Figura 10 — Esquema de preparo de amostras de urina para a determinagdo de MDA livre

4 )
v
' Sobrenadante
Eletroforese
40 pL > > Capilar
ACN a
frio )
3500 rpm x 15 min
\ 400 pL o B F

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

3.6.2 Procedimento de preparo das amostras de plasma para a determinagao de

MDA livre

Apo6s descongelamento das amostras em temperatura ambiente, foi adicionado ACN a
frio 2 250 uL de amostra (1:1, v/v) de plasma para precipitacao de proteina, seguido de agitagao
em vortex por 30 s e centrifugacao (3500 rpm x 15 min). Apos a centrifugagdo, o sobrenadante
foi transferido diretamente para um via/ e injetado no equipamento de CE. O esquema de

preparagao da amostra para medi¢do de MDA livre em plasma ¢ mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Esquema de preparo de amostras de plasma para a determinacdo de MDA livre
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

3.6.3 Procedimento de preparo de amostras para a determina¢ido de MDA total em

urina e plasma

Para a medigdo do MDA total, as amostras de urina e plasma passaram pelo seguinte
processo de hidrolise alcalina: 200 uL da amostra foram hidrolisados pela adi¢do de 100 pL de
NaOH 1,5 mol L e agitagdo em vortex por 20 s. Essa mistura foi incubada a 60 °C por 30 min
em banho-maria, resfriada por 10 min em refrigerador e adicionada de 100 L. de TCA 16%

(m/v), seguido de agitagdo em vortex por 20 s e centrifugacdo (3500 rpm x 15 min). Apos a
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centrifugacdo, o sobrenadante de cada amostra foi transferido diretamente para um vial e
injetado no equipamento de CE. O esquema de preparo da amostra para medi¢do do MDA total
¢ mostrado na Figura 12 (Antunes et al., 2008; Chango et al., 2024; Grotto et al., 2007,
Mendonga et al., 2017; Paroni; Fermo; Cighetti, 2002; Sim et al., 2003).

Figura 12 — Esquema de preparo de amostras para a determinagdo de MDA total
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TCA 16% (m/V)
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- -
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

3.7 AMOSTRA SINTETICA DE URINA

A matriz sintética de urina foi preparada para avaliacdo de efeito de matriz e
implementagdo de curva de calibragdo por semelhanca de matriz. Seguiu-se os protocolos
descritos por Godoy e colaboradores (2020) e Moreira e colaboradores (2023) pela mistura de
0,375 g de NaCl, 0,225 g de KCl, 0,91 g de ureia, 0,24 g de Na;HPO4, 0,1 g de creatinina e
0,0025 g de albumina em 50 mL de 4gua deionizada. Esta amostra sintética passou pelo
protocolo de triagem descrito na se¢do 3.4, sendo armazenada em um ultra freezer a -50 °C. As
amostras sintéticas foram preparadas usando o mesmo processo de preparacao de amostra real

apresentado na sec¢ao 3.6 (De Oliveira Moreira et al., 2023; Godoy; Eberlin; Simionato, 2020).

3.8 PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN

A otimizagdo da pré-concentracdo de analitos pela FASI foi realizada pela
implementagao de um planejamento de experimentos Box-Behnken com triplicata no ponto
central envolvendo trés fatores e trés niveis, como pode ser visualizado na Tabela 2, que

relaciona os niveis utilizados para cada um dos fatores.
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Tabela 2 — Niveis utilizados para a implementacao do planejamento Box Behnken

Fatores
Niveis
X1 X> X3
-1 40/20 -10 20
0 70/35 -15 60
(+1) 100/50 -20 100

X;i: Concentragio do BGE (mmol L), composto por TRIS/ HCl e CTAB
A concentragio do CTAB foi mantida fixa e igual a 2,5 mmol L

X>: Voltagem aplicada durante a injecdo eletrocinética (kV)

X3: Tempo da injegdo eletrocinética (s)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A Tabela 3 apresenta as condi¢des experimentais correspondentes aos 15 ensaios realizados
pela injecio de solugdo padrio de MDA em 4gua na concentracio de 1 pmol L. A resposta
avaliada foi a area de sinal do MDA. Porém, também foi analisado o perfil dos eletroferogramas
obtidos.

Para a concentragdo do BGE, variou-se a concentracdo do TRIS e HCI, enquanto a

concentragio do CTAB foi mantida fixa e igual a 2,5 mmol L.
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Tabela 3 — Condigdes avaliadas no planejamento Box-Behnken

Concentracio do  Voltagem da injecio Tempo da injecio

Ensaio
BGE (mmol L))"  eletrocinética (kV) eletrocinética (s)
A 40/20 -10 60
B 100/50 -10 60
C 40/20 -20 60
D 100/50 -20 60
E 40/20 -15 20
F 100/50 -15 20
G 40/20 -15 100
H 100/50 -15 100
| 70/35 -10 20
J 70/35 -20 20
K 70/35 -10 100
L 70/35 -20 100
M 70/35 -15 60
N 70/35 -15 60
0] 70/35 -15 60

" Concentragdo do BGE (mmol L), composto por TRIS/ HCl e CTAB

A concentragio do CTAB foi mantida fixa e igual a 2,5 mmol L™

Ensaios M, N e O correspondem ao ponto central, realizado em triplicatas auténticas
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

3.9 AVALIACAO DE ALGUMAS FIGURAS DE MERITO

Duas curvas de calibragdo em cinco niveis de concentracdo foram construidas para
quantificar o MDA total em amostras de urina. A primeira curva foi construida com o padrao
de MDA em 4gua nas concentragdes de 11,4; 64,6; 120,0; 173,4 e 226,1 pmol L', A segunda
curva (curva de calibragdo por semelhanca de matriz) foi implementada com o padrao de MDA
em urina sintética nas concentragdes de 27,2; 102,0; 176,8; 251,6 e 324,7 pmol L. Os
experimentos foram realizados aleatoriamente € em triplicatas auténticas. Os modelos de
regressdo foram implementados através de regressdao pelo método de minimos quadrados

ordinarios.
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A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro — Wilk. A homocedasticidade foi
verificada através do software MiniTab14®, pelo teste de Levene. Os testes de falta de ajuste e
significancia da regressdo foram testados por meio de analise de variancia.

A exatiddo foi estimada a partir de ensaios de recuperagao (R), considerando a solugdo
padrao de MDA em 4gua e em urina sintética. No primeiro caso, a fortificagdo do QC foi realizada
com o MDA em trés niveis de concentragdo: o primeiro nivel da curva de calibragdo em agua (11,4
pumol L), o nivel intermedidrio da curva (120 pmol L) e o nivel mais alto (226,1 umol L!). No
segundo caso, a fortificagdo do QC foi realizada com o MDA em trés niveis de concentra¢do: o
primeiro nivel da curva de calibragdo por semelhanga de matriz (27,2 umol L), o nivel
intermediario da curva (176,8 mol L) e o nivel mais alto (324,7 pmol L!). Os testes foram
realizados em triplicatas auténticas de acordo com a Equagao (13), em que A, ,p corresponde a area
do analito adicionada do padrao utilizado, A, ¢ a area do analito € Ap ¢ a area do padrao (Faria et

al., 2008).

AA+P -

Ap .
x 100 (Equacgao 13)
Ap

R (%) =

A repetibilidade foi estimada pela precisdo intradia e interdia. A precisdo intradia foi
calculada a partir de seis injecdes auténticas de QC em um mesmo dia, enquanto a precisao interdia
considerou doze inje¢des auténticas de QC em dois dias diferentes.

O LOD e o limite de quantificagdo (LOQ, do inglés limit of quantification) foram
determinados a partir da relagdo sinal — ruido, através das Equagdes (14) e (15),
respectivamente. Em que S, ;q, corresponde ao desvio padrao da linha base (ruido), C,, € a
concentracao do analito, H,4; € a altura méxima do pico do analito e H,,;, ¢ a altura minima

do pico do analito (Faria et al., 2008; Ribani et al., 2004).

3 X S;uigo XC
LOD = ruido © a0 (g quacdo 14)

Hméx - l—Imin

10 X S;y1q0 X C
LOQ = ruido = an ‘g quacdo 15)

Hméx - l—Imin
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa se¢do, serdo apresentados os resultados e as respectivas discussoes, incluindo o
estudo espectrofotométrico do MDA, a determinagdo da mobilidade eletroforética do MDA, a
construcdo de curva de mobilidade efetiva x pH, simulagio no sofiware PeakMaster®,
estratégias para monitoramento do MDA livre e total empregando CZE — UV e quantifica¢ao

de MDA total em amostras de urina de individuos submetidos ao teste de COVID-19.

4.1 ESTUDO ESPECTROFOTOMETRICO DO MDA

Para verificar a absor¢ao do MDA no UV, foi feita a leitura no espectrofotometro de
uma solug¢do aquosa de MDA na concentragdo de 32 pmol L. O espectro de absor¢io
correspondente ¢ apresentado na Figura 13.

Como pode ser observado na Figura 13, o espectro de absor¢ao no UV do MDA mostra
uma boa absor¢ao nessa regido, evidenciando ainda que o MDA apresenta absorbancia maxima
a 266 nm, de acordo com espectros disponiveis na literatura, como mostrado na Figura 4. Esse
comportamento agrega ao método a vantagem de ndo necessitar de uma reagao de derivatiza¢ao
para a sua deteccao. Além disso, o comprimento de maxima absor¢ao de 266 nm contribui com
a seletividade do método, minimizando possiveis interferentes da matriz da amostra. Esse

comprimento de onda sera monitorado para a continuidade do trabalho.

Figura 13 — Espectro de absor¢ao no UV de solucao de MDA em agua na concentragao de

32 pmol L
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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42 DETERMINACAO DA MOBILIDADE ELETROFORETICA (pgp) DO MDA

O valor da pgp do MDA ndo ¢ encontrado na literatura. Portanto, a pgp do MDA foi
calculada conforme discutido a seguir. Este ¢ o primeiro trabalho a determinar a pgp do MDA.
Esse parametro corrobora com a literatura e fornece informagdes importantes para o
desenvolvimento de outras pesquisas relacionadas ao MDA nas mais diversas matrizes.

A Equagao (16) pode ser utilizada para calcular a pugp do MDA.

Hgp = Hoss — Meor (Equagdo 16)

Observando-se a Equacao (16), percebe-se que o célculo da pgp do MDA depende do
conhecimento das Ugor € Hogs, que sdo determinadas experimentalmente.

A pogs (Equacdo (17)) foi experimentalmente determinada pela inje¢do de uma solucao
aquosa de MDA na concentragio de 32 pmol L™ sob condi¢des de capilar e voltagem definidas
(Tabela 4). Na Equacao (17), Ler corresponde ao comprimento efetivo do capilar, ou seja, o
comprimento da extremidade de inje¢ao do capilar até o detector e typa € 0 tempo de migragao

do MDA, ou seja, o tempo requerido para 0o MDA migrar da injecdo até o detector.

Ler L
tmpa V

Hops = (Equagdo 17)

A Ugor (Equagdo (18)) também foi determinada de forma experimental. Para isso, um
composto neutro (MeOH) foi injetado sob as condi¢des da Tabela 4. Como os compostos neutros
migram junto com o EOF, o tempo de migragdo do EOF (tggp) corresponde ao tempo de migragao

do composto neutro (MeOH).

Ler L
tgor V

HEoF = (Equagéo 18)

Na Tabela 4, ¢é possivel visualizar os dados utilizados para a determinagdo das pggs €
UgoF, junto aos seus valores calculados. Com esses dados, foi possivel calcular a pgp do MDA
como sendo igual a — 39,400 . 10° m?> . V' . s, A pgp do MDA calculada, juntamente ao seu
pka, serdo utilizados na otimizacdo do método eletroforético, para a construcao da curva de

mobilidade e simulagiio no software PeakMaster®.
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Tabela 4 — Dados utilizados para o célculo da pggs do MDA, da pgor € da pgp do MDA

Les L Vv tm teoF HEoF Hogs Hgp
m) (@m) (V) (s) s) @@ .Vigh) @m:vi.sh) @m?2.v'l.sh
0,400 0,485 -28000 61,020 93,480 -7.412.10% -1,135. 107 -39,400 . 10

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

43 CONSTRUCAO DA CURVA DE MOBILIDADE EFETIVA (jief) x pH

A implementacdo de uma curva de mobilidade efetiva (o) versus pH se apresenta como

um método teorico eficiente para escolha do pH de BGEs, sendo também uma forma de avaliar

os possiveis interferentes na analise, prevendo o qudo separados eles estardo do analito

(Tavares, 1996).

Com o valor da pgp do MDA calculado na secao 4.2, foi possivel construir a curva de

Ker X pH, conforme mostrado na Figura 14. Esta curva foi construida com os valores da pgp do

MDA (calculado na se¢do 4.2), do tris (hidroximetil) amino metano (TRIS) e do acido cloridrico

(HC1) (possiveis constituintes do BGE). Os valores da pgp € do pka do TRIS e do HCI usados

para construir esta curva foram retirados do sofiware PeakMaster®. O pKa do MDA foi

consultado em Tsikas (2017) (Tsikas, 2017).

Figura 14 — Curva de mobilidade efetiva (pef) x pH
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A partir da analise da Figura 14, a mobilidade do MDA (linha azul) varia com o pH. A
espécie neutra ¢ predominante até pH 3,5. Na faixa de pH 3,5 — 5,5, h4d um equilibrio entre a
espécie neutra e a ionizada (anion enolato), sendo esta ultima predominante em pH acima de
5,5.

O HCI ¢é um eletrolito forte em solugdo, ou seja, tem ionizagdo completa. Portanto, sua
mobilidade efetiva ndo varia com a mudanga de pH, como observado na Figura 14, em que o
Cl™ (linha laranja) apresenta mobilidade constante em toda a faixa de pH. Este comportamento
ndo ¢ observado no TRIS (linha verde); sua mobilidade varia com o pH. At¢ um pH
ligeiramente acima de 7,0, a espécie predominante é a protonada, ou seja, TRISH'. Na faixa de
pH de 7,0 — 9,0, ha um equilibrio entre TRISH" e TRIS (neutra, com mobilidade zero), sendo
este ultimo predominante em pH maior que 9,5.

Em valores de pH maiores do que 4,5, o MDA existe predominantemente como um
anion enolato (Figura 3 e Figura 14). Essa condicao foi usada para desenvolver o método. Ao
desenvolver um método por CZE — UV para andlise de anions, o BGE deve apresentar um anion
com mobilidade préxima ao analito anionico para evitar eletrodispersao durante a corrida
eletroforética, que ¢ “causada pelas diferengas de condutividade entre as zonas do eletrdlito e
da amostra” (Fracassi Da Silva ef al., 2007), causando dispersao da zona durante a separagdo e
consequente assimetria de picos (Baker, 1995; Fracassi Da Silva et al., 2007; Tsikas, 2017).

O BGE formado pelo tampao TRIS/HCI ¢ interessante para esse trabalho por dois
fatores. O primeiro fator envolve a falta de capacidade tamponante do Cl~, o que requer um
contra-ion que o possua, um requisito atendido pelo TRIS. O pKa do TRIS ¢ 8,2, o que mantém
o pH de separacao proximo a 8,0, compativel com a faixa de pH desejada (pH > 4,5). O segundo
envolve o desenvolvimento de um método com detec¢ao direta no UV. Para isso, o BGE deve
apresentar baixa absortividade molar proxima ao comprimento de onda do analito. O TRIS e o
anion deste BGE (CI™) sdo compativeis com este requisito (Baker, 1995; Oliveira et al., 2012).

O BGE formado pelo tampao TRIS/HCI foi utilizado para a continuag¢ao da otimizagao

do método eletroforético.
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4.4 SIMULACAO NO SOFTWARE PeakMaster®™

O PeakMaster® é um software livre, desenvolvido pelo grupo de pesquisa liderado pelo
Dr. Bohuslav Gas da Charles University, capaz de simular a separagdo de compostos por CE.
Como o valor pgp do MDA nio foi encontrado na literatura, ele também estava ausente deste
software. No entanto, o artigo de De Oliveira Moreira e colaboradores (2021) fornece um guia
pratico para inserir novas moléculas no banco de dados do software. Seguindo este guia, foi
possivel inserir o MDA neste software para realizar a simulagdo da separacdo do MDA (De
Oliveira Moreira; Castro; De Oliveira, 2021).

Para a simulagdo da Figura 15, além da inser¢do da pgp do MDA, foram fornecidos
dados relacionados aos constituintes do BGE, pH, inversor de EOF, voltagem, caracteristicas
do capilar e pgop calculada na secdo 4.2. Como o inversor de EOF brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) esta ausente do banco de dados do software, o hidroxido de
tetradeciltrimetilamoénio (TTAOH) foi usado em substituicdo ao CTAB, pois apresenta efeito

semelhante.

Figura 15 — Eletroferograma da simulagiio no software PeakMaster®

A EOF

«

MDA

0,4 mAU

0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
Tempo, min

Condi¢des: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L™ HCI, 2,5 mmol L' TTAOH,
voltagem: -28 kV, capilar (48,5 cm de comprimento total e 40,0 de comprimento efetivo),
mobilidade do EOF (ugop): -74,12. 10° m*. V' . s

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O BGE deve apresentar um dnion com mobilidade proéxima ao analito anidnico, quanto

mais proximo o valor, menor a dispersao por eletromigragdo (EMD, do inglés electromigration
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dispersion). A pgp do MDA é de — 39,400 . 10° m? . V' . s}, enquanto a pgp do CI~ é de — 79,1
m? . V! . s’!. Nessa condi¢do, a EMD obtida no eletroferograma da simulagio da Figura 15 foi
de 6,6, maior do que o valor ideal. Esse eletroferograma apresenta o tempo de migragdo do
MDA em aproximadamente 1 min, enquanto o EOF foi visivel préximo a 1,6 min. A forca
i6nica do BGE obtida na simulagio foi de 20 mmol L', com uma capacidade tamponante de
22,7 mmol L' e condutividade de 0,209 S m™'.

Assim, as melhores condi¢des obtidas pela simulagio no software PeakMaster® foram:
BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HCI, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0), capilar
de 48,5 cm (comprimento efetivo de 40 cm) e -28 kV de voltagem aplicada.

Uma solugio aquosa de MDA (32 umol L) foi injetada no equipamento CE sob as
condi¢des simuladas no PeakMaster® (Figura 15). As outras condi¢cdes experimentais
consistiram em injecao hidrodinamica de MDA a 50 mbar por 5 s, seguida pela injecao do BGE
a 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante do detector; temperatura do cartucho de 25 °C;
comprimento de onda de 266 nm; capilar TSP de 50 pm de diametro interno. O programa de
injecdo incluiu a introducao de BGE apds a amostra para evitar variacdo do tempo de migragao
e alargamento do pico. O eletroferograma correspondente pode ser visualizado na Figura 16.

Conforme visto na Figura 16, ao inverter o EOF e aplicar uma voltagem negativa no
lado da injecdo € possivel visualizar um pico de MDA bem definido e simétrico em cerca de
1,0 min, mesmo com o EMD de 6,6 obtido na simulacao da Figura 15. Uma compara¢ao com
artigos que analisam MDA em amostras bioldgicas usando CE mostra que este seria o método
com o menor tempo de migragado ja desenvolvido para esta finalidade. Até entdo, 2,6 min era o
menor tempo de migracao ja obtido, em um método que determinou MDA em amostras de
cérebro de ratos por CZE — UV, em 1998. Nesse método, as condigdes eram compostas por:
BGE formado por 10 mmol L' de tamp3o borato e 0,5 mmol L' CTAB (pH 9,3), voltagem
aplicada de -25 kV, injecao hidrodinamica pela elevagao do vial de amostra a 1,5 cm por 30 s,
capilar de silica fundida de 70 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e 75
um de diametro interno e detecgao em 267 nm. Esta reducao no tempo de migracao ¢ atrativa
porque permite alto rendimento analitico, ideal para um método que poderia ser adaptado as

rotinas laboratoriais de analise clinica (Do Nascimento et al., 2023; Olsson et al., 1998).
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Figura 16 — Eletroferograma de uma soluco aquosa de MDA 32 umol L!
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Condigdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L™ HCI, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodinamica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266
nm, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de diametro interno x 375 um

didmetro externo
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Com essa condicdo, o MDA estd sendo analisado sob EOF invertido e polaridade

invertida, conforme Figura 17. Nessa figura, o MDA na forma do anion enolato se direciona ao

anodo (+), no mesmo sentido do EOF (modo coeletrosmotico de migracao do analito).

Figura 17 — Representagao esquematica da analise de MDA sob EOF invertido e polaridade
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Wgp: mobilidade eletroforética; pops: mobilidade observada; EOF: fluxo eletrosmotico

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Comparando-se as Figuras 15 e 16, o eletroferograma da simula¢io no PeakMaster® e
o eletroferograma real obtido pela injecdo de MDA nas condigdes otimizadas sdo semelhantes,
mostrando que estas condi¢des podem ser testadas em amostras reais.

Portanto, as seguintes condigdes foram utilizadas para a continuidade do trabalho: BGE
contendo 40 mmol L' de TRIS, 20 mmol L' de HCI, 2,5 mmol L' de CTAB, pH 8,0, injecio
hidrodinamica de MDA a 50 mbar por 5 s, seguida pela injecdo do BGE a 25 mbar por 5 s pelo
lado mais distante do detector, temperatura do cartucho de 25 °C, comprimento de onda de 266
nm, voltagem de -28 kV, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) e 50 um de

didmetro interno.

4.5 ESTRATEGIAS PARA MONITORAMENTO DO MDA LIVRE EMPREGANDO
CZE -UV

O MDA pode ser encontrado em materiais bioldgicos na forma livre ou ligada aos
grupos SH e NH» de proteinas e acidos nucleicos. Assim, o MDA pode ser determinado como
MDA livre ou como MDA total, que consiste na soma do MDA livre e do MDA ligado (Do
Nascimento et al., 2023).

4.5.1 Estratégias para monitoramento do MDA livre nas amostras de urina

empregando CZE — UV

As condicdes eletroforéticas otimizadas foram aplicadas a medigdo do MDA livre e do
MDA total. A diferenga entre as duas consiste na etapa de preparo da amostra. Os testes de
preparagao da amostra foram realizados em uma amostra de urina selecionada aleatoriamente
(Do Nascimento et al., 2023).

A determinacao de MDA livre em amostras bioldgicas pode ser realizada perante apenas
a uma precipitacdo de proteinas com um solvente organico, conforme mostrado na Figura 10
(Do Nascimento et al., 2023).

A Figura 18 mostra os eletroferogramas de MDA livre na amostra de urina selecionada
aleatoriamente e na mesma amostra de urina enriquecida com 32 pmol L! de MDA.

Analisando-se a Figura 18, a amostra de urina apresenta um pico ndo identificado em
1,187 min e um pico em 1,629 min correspondente ao EOF. Ao fortificar a amostra de urina

com MDA na concentra¢do de 32 umol L™, um pico correspondente a0 MDA foi visualizado
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em 1,068 min, ausente no eletroferograma de urina, de forma que o MDA livre ndo pode ser
detectado na amostra de urina.

Foram calculados o LOD e o LOQ do MDA livre. Uma vez que no eletroferograma do
MDA livre na amostra de urina nao foi detectado sinal do MDA, o LOD e o LOQ foram
calculados pelo eletroferograma da fortificagdo da amostra de urina com MDA na concentragdo
de 32 pmol L. Aplicando-se as Equagdes (14) e (15), o LOD calculado foi de 1,27 pmol L' e
o LOQ correspondeu a 4,25 umol L.

Assim, o método otimizado ndo determinou o MDA livre na urina. Esse resultado foi

consistente com resultados da literatura, que afirmam que o MDA livre constitui uma pequena

fragdo do MDA urinério (Cui et al., 2018).

Figura 18 — Eletroferogramas do MDA livre na amostra de urina e amostra de urina

enriquecida com MDA 32 pmol L

EOF
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*
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Tempo, min

—— Amostra de urina

------- Amostra de urina fortificada com MDA

Condigdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HC, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodinamica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266
nm, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de didmetro interno x 375 um
diametro externo

* Pico ndo identificado
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.5.1.1 Pré-concentracdo do MDA livre

Com o objetivo de detectar o MDA livre nas amostras de urina, decidiu-se empregar
uma técnica de pré-concentracdo de analitos. De modo a obter um método com uma etapa de
tratamento de amostras mais rapido e simples, foi proposta a implementacdo da pré-
concentragdo on-line do analito, ou seja, a pré-concentracdo do analito dentro do capilar. A
técnica utilizada foi a FASIL

Para isso, se baseando no trabalho de Zinellu e colaboradores (2011), foi realizada a
inje¢do hidrodinamica de um plug de dgua (14 mbar por 4 s) seguida pela injegao eletrocinética
de uma solugdo de MDA (-10 kV por 100 s) na concentracio de 32 umol L. As outras
condigdes de andlise seguiram as se¢des 4.3 € 4.4 (Zinellu et al., 2011b).

Até o momento, o capilar utilizado era o de silica fundida da série TSP de 48,5 cm de
comprimento total e 50 pum de diametro interno. Porém, a otimizagdo da pré-concentragcdo do
MDA foi realizada em um capilar TSU de 48,5 cm de comprimento total € 75 um de didmetro
interno.

Os eletroferogramas correspondentes a injecdo hidrodinamica, como realizado nas
secdes 4.3 e 4.4, e a FASI estio mostrados na Figura 19. A concentragiio de 32 pmol L foi
escolhida para esses testes, pois essa concentragdo ¢ detectada também com a injegdo
hidrodinamica, como visto na se¢do 4.4, possibilitando a comparacao entre os dois modos de
injecao.

Pela avaliacao da Figura 19A, ao fazer a inje¢ao hidrodinamica da solu¢ao de 32 umol
L' de MDA, a 4rea foi de 3,3 mAU (tempo de migracdo de 0,86 min). Ao fazer a pré-
concentracao pela técnica FASI, a area de MDA foi 4841,7 mAU (tempo de migracao de 0,709
min) (Figura 19B). Conclui-se assim que a FASI realmente realiza o aumento da area do analito,
com enriquecimento significativo. Porém, o aumento da area foi acompanhado pelo
alargamento do pico do MDA, que se tornou assimétrico, o que se reflete no namero de pratos
tedricos. De fato, o nimero de pratos tedricos calculado para o eletroferograma da Figura 19A
¢ igual a 1898, enquanto na Figura 19B ¢ 77. Sabe-se que quanto maior o nimero de pratos
tedricos, mais estreito o pico se torna em um eletroferograma, portanto, o baixo numero de

pratos teoricos na Figura 19B reflete o alargamento do pico visualizado (Baker, 1995).
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Figura 19 — Eletroferogramas da solugdo de MDA 32 umol L' com inje¢io hidrodinimica

e FASI
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A A
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Condicdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HCI, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, comprimento de onda: 266 nm, capilar TSU de
48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 75 um de didmetro interno x 375 um de didmetro
externo. A: Injecdo hidrodinamica da solugdo padrdo de MDA: 25 mbar por 5 s pelo lado mais
distante ao detector. B: FASI: inje¢@o hidrodinamica de agua (14 mbar por 4 s) e injegdo
eletrocinética da solugdo padrdo de MDA (-10 kV por 100 s), ambas pelo lado mais distante ao
detector

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.5.1.1.1 Otimizagao da FASI

A otimizacdo da pré concentracao de analitos pela FASI foi realizada com o objetivo de
obter a condi¢ao que proporciona o maior sinal (maior enriquecimento) com o menor tempo de
injecdo possivel, € com um pico sem alargamento e simétrico. Para isso, foi proposto um
planejamento de experimentos Box-Behnken com triplicata no ponto central (C, = 3),
envolvendo trés fatores (k = 3) e trés niveis (n = 3), totalizando 15 experimentos (N = 15).

Os fatores avaliados nesse planejamento foram a concentragdo do BGE, a voltagem
aplicada durante a inje¢do eletrocinética ¢ o tempo da injecdo eletrocinética, conforme as
Tabelas 2 e 3.

Como pode ser visualizado na Tabela 3, a concentragdo do BGE assumiu como menor nivel
a concentracio otimizada nas secdes 4.3 e 4.4, ou seja, 40 mmol L™! TRIS, 20 mmol L' HCl e 2,5
mmol L' CTAB. Assim, nesse planejamento variou-se a concentragdo do TRIS e do HCI, enquanto

a concentragdo do CTAB foi mantida fixa e igual a 2,5 mmol L.
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A voltagem aplicada assumiu como menor nivel a voltagem de -10 kV, ja utilizada para a
obten¢do do eletroferograma da Figura 19, conforme realizado por Zinellu e colaboradores (2011).
Os outros niveis corresponderam a -15 kV e -20 kV (Zinellu ef al., 2011D).

O maior nivel do tempo da injecdo eletrocinética correspondeu a 100 s conforme
eletroferograma da Figura 19. O intuito de fixar 100 s como maior nivel foi obter um
enriquecimento significativo com o menor tempo de injecao possivel (Zinellu et al., 2011b).

Dessa forma, a Tabela 5 apresenta a resposta de cada ensaio realizado ¢ a Figura 20
mostra o eletroferograma obtido para cada experimento. Salientando-se que foi feita a injecao

de solu¢do padrio de MDA em 4gua na concentragdo de 1 pmol L',

Tabela 5 — Resposta do planejamento Box-Behnken

Ensaio Concentracdo do  Voltagem da inje¢do Tempo da injecio Area
BGE (mmol L))" eletrocinética (kV) eletrocinética (s) (mAU)

A 40/20 -10 60 38,2
B 100/50 -10 60 7,4
C 40/20 -20 60 43,5
D 100/50 -20 60 30,1
E 40/20 -15 20 7,2
F 100/50 -15 20 9,0
G 40/20 -15 100 110,1
H 100/50 -15 100 62,2
I 70/35 -10 20 11,2
J 70/35 -20 20 13,6
K 70/35 -10 100 60,1
L 70/35 -20 100 96,8
M 70/35 -15 60 34,6
N 70/35 -15 60 20,9
(0] 70/35 -15 60 39,6

" Concentragdo do BGE (mmol L), composto por TRIS/ HCl e CTAB
A concentragio do CTAB foi mantida fixa e igual a 2,5 mmol L™
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 20 — Eletroferogramas obtidos pela implementacdo do planejamento Box Behnken.

Inje¢io de solugio padrio de MDA em 4gua na concentragdo de 1 pmol L!
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Condigdes: 25 °C, -28 kV, 266 nm, capilar TSU de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 75 um
de diametro interno x 375 pm didmetro externo). A concentracdo do BGE assim como a voltagem
aplicada e o tempo da injecdo eletrocinética estdo indicadas em cada eletroferograma. A injecao
hidrodinamica de dgua (14 mbar por 4 s) precede a injecao eletrocinética (lado mais distante ao
detector). [CTAB]: 2,5 mmol L™

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Avaliando-se a Tabela 5 e a Figura 20, os ensaios que resultaram em melhores areas
foram o G (110,1 mAU), L (96,8 mAU), H (62,2 mAU) e K (60,1 mAU). Esses 4 ensaios t€ém
em comum o maior tempo da inje¢do eletrocinética considerado nesse planejamento, que foi
100 s. Porém, assim como aconteceu no eletroferograma da Figura 19B, houve um alargamento
do pico, que pode comprometer a analise.

Os ensaios que apresentaram menores areas corresponderam ao ensaio E (7,2 mAU), B
(7,4 mAU), F (9 mAU), I (11,2 mAU) eJ (13,6 mAU). Os experimentos que correspondem ao
ponto central (M, N e O) apresentaram baixa precisdo. De fato, a média da area de sinal do
MDA foi de 31,7 £ 9,7 mAU (desvio padrdo relativo (RSD, do inglés relative standard
deviation) de 30,5 %) para esses experimentos. O ensaio D apesar de contar com uma area
significativa de 30,1 mAU, apresentou um pico nado identificado proximo ao pico do MDA, que
pode influenciar nos resultados (Tabela 5 e Figura 20).

Ao comparar os ensaios A e C, apesar do ensaio C apresentar uma area mais elevada em
relagcdo ao ensaio A (43,5 e 38,2 mAU, respectivamente), o ensaio A exibe um eletroferograma
mais simétrico, como pode ser visualizado na Tabela 5 e na Figura 20.

O ensaio A apresenta um BGE composto por 40 mmol L! TRIS, 20 mmol L' HCl e 2,5
mmol L' CTAB (pH 8,0) e inje¢io eletrocinética com aplicagdo de -10 kV de voltagem por 60
s. Esse ensaio passou por um teste de repetibilidade. Para isso, solu¢des padrao de MDA em
4gua na concentragdo de 1 umol L' foram injetadas 6 vezes, de forma auténtica, no CE
seguindo as condi¢des experimentais do ensaio A. Os valores do RSD dessa avaliagdo para a
area do pico e tempo de migracdo sdao mostrados na Tabela 6. Os eletroferogramas

correspondentes sao apresentados na Figura 21.

Tabela 6 — Valores de RSD para o teste de repetibilidade do ensaio A, realizado por seis
injecdes auténticas de solu¢do padrio de MDA em 4gua na concentragio de 1 pmol L™!
RSD — Area de sinal (%) RSD — Tempo de migrac¢ao (%)
5,5 0,5
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 21 — Eletroferogramas correspondentes ao teste de repetibilidade do ensaio A,
realizado por seis injegdes auténticas de solucdo padrao de MDA em 4gua na concentragdo

de 1 pmol L!
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Condigdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HC, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, comprimento de onda: 266 nm, capilar TSU de
48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 75 um de didmetro interno x 375 um de diametro
externo, inje¢do hidrodinamica de agua (14 mbar por 4 s) seguida por injegao eletrocinética da
solugdo padrdo de MDA (-10 kV por 60 s), ambas pelo lado mais distante ao detector

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Avaliando-se a Tabela 6 e a Figura 21, o ensaio A apresenta um RSD de 5,5% para a
area do pico e 0,5% para o tempo de migragdo do MDA, que sdo considerados aceitaveis. Dessa
forma, as condicdes referentes ao ensaio A foram utilizados para a continuidade do trabalho
envolvendo a pré-concentragdo de analitos pela FASI. Essas condi¢des correspondem a: BGE
composto por 40 mmol L TRIS, 20 mmol L' HCI, 2,5 mmol L"! CTAB (pH 8,0), temperatura
do cartucho de 25 °C, voltagem de -28 kV, comprimento de onda correspondente a 266 nm,
capilar TSU de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo), 75 um de diametro interno € 375 pum
de didmetro externo, injecao hidrodindmica de agua (14 mbar por 4 s) seguida por injeg¢ao
eletrocinética (-10 kV por 60 s), ambas pelo lado mais distante ao detector.

A amostra de urina selecionada aleatoriamente foi submetida ao tratamento de amostras
da Figura 10 (preparo de amostra de urina para analise de MDA livre) e injetada no equipamento

de CE sob as condic¢des do ensaio A. O eletroferograma obtido ¢ apresentado na Figura 22.



72

Figura 22 — Eletroferograma da pré-concentragao da amostra de urina sob as condigdes do

ensaio A

180 mAU
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Condicdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HC, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, comprimento de onda: 266 nm, capilar TSU de
48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 75 um de didmetro interno x 375 um de didmetro
externo, inje¢do hidrodinamica de agua (14 mbar por 4 s) seguida por injegao eletrocinética da
solugdo padrdo de MDA (-10 kV por 60 s), ambas pelo lado mais distante ao detector

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Comparando-se as Figuras 22 e 18, percebe-se o aumento da intensidade dos picos. De
fato, a intensidade dos sinais na Figura 18 era de 18 mAU e da Figura 22 ¢ de 180 mAU. Porém,
ao realizar o enriquecimento pela FASI, o pico ndo identificado em 1,187 min e o pico
correspondente ao EOF em 1,629 min mostrados no eletroferograma da Figura 18 comigraram
e geraram a elevacao da linha base observada na Figura 22, ndo sendo possivel observar pico
do MDA nessa figura. Dessa forma, ndo foi possivel detectar o MDA livre na amostra de urina

aplicando-se a pré-concentracao de analitos com a FASI.

4.5.2 Estratégias para monitoramento do MDA livre nas amostras de plasma

empregando CZE — UV

As condigdes eletroforéticas otimizadas nas se¢des 4.3 e 4.4 foram aplicadas a medigao
do MDA livre nas amostras de plasma. Os testes de preparagao da amostra foram realizados em

uma amostra de plasma.
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4.5.2.1 Preparo de amostras para o monitoramento de MDA livre nas amostras de plasma

Para o tratamento da amostra de plasma, inicialmente tentou-se realizar a precipitagdo
de proteinas de acordo com a Figura 10, ou seja, com adi¢ao de 10% (v/v) de ACN a frio, como
realizado nas amostras de urina. Porém, percebeu-se que esse procedimento foi insuficiente
para a precipitagdo de proteinas, dado que a solugdo se manteve turva, mesmo apos
centrifugacao.

Diante disso, a precipitagdo de proteinas foi realizada pela adicdo de ACN a frio a
amostra (1:1, v/v) seguida por agitacdo em vortex e centrifugagdo (conforme Figura 11). Com
esse procedimento, houve uma separagao adequada do sobrenadante e do precipitado. Portanto,
o sobrenadante foi transferido diretamente para um vial e injetado no equipamento de CE.

A Figura 23 apresenta os eletroferogramas de MDA livre na amostra de plasma e na
mesma amostra de plasma enriquecida com 32 pmol L' de MDA.

Pela avaliagdo da Figura 23, a amostra de plasma apresenta um pico nao identificado
em 1,202 min e um pico em 1,634 min que corresponde ao EOF. Ao fortificar a amostra de
plasma com MDA na concentragdo de 32 umol L', um pico correspondente a0 MDA foi
visualizado em 1,076 min, ausente no eletroferograma de plasma. Assim, o método otimizado
nao determinou MDA livre em plasma.

Foram calculados o LOD e o LOQ do MDA livre na amostra de plasma. Uma vez que
no eletroferograma do MDA livre na amostra de plasma, o sinal do MDA nao foi detectado, o
LOD e o LOQ foram estimados pelo eletroferograma da fortificagdo da amostra de plasma com
MDA na concentragio de 32 pmol L', Aplicando as Equacdes (14) e (15), o LOD calculado
foi de 1,97 umol L' e o LOQ correspondeu a 6,56 pmol L'
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Figura 23 — Eletroferogramas do MDA livre na amostra de plasma e amostra de plasma

enriquecida com MDA 32 pmol L™
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—— Amostra de plasma

------- Amostra de plasma fortificada com MDA

Condicdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HC, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodinamica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266
nm, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de diametro interno x 375 um
didmetro externo

* Pico ndo identificado

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.5.2.2 Pré-concentracdao do MDA livre

A pré-concentracdo de analitos utilizando-se a FASI otimizada na secdo 4.5.1.1 foi
testada com a amostra de plasma. Dessa forma, uma amostra de plasma submetida ao tratamento
de amostras da Figura 11 foi injetada no equipamento de CE sob as condi¢gdes do ensaio A. O
eletroferograma obtido ¢ apresentado na Figura 24.

Como pode ser visualizado na Figura 24, houve um aumento da intensidade dos sinais
em relagdo a Figura 23. Porém, nao foi possivel detectar o sinal do MDA livre na amostra de
plasma aplicando-se a pré-concentragao de analitos pela FASI. Além disso, foi observado uma
elevacao da linha base ao realizar a FASI, assim como foi observado na Figura 22 com a

amostra de urina.
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Figura 24 — Eletroferograma da pré-concentracdo da amostra de plasma sob as condi¢des

do ensaio A
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Condicdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HC, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, comprimento de onda: 266 nm, capilar TSU de
48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 75 um de didmetro interno x 375 um de didmetro
externo, inje¢do hidrodinamica de agua (14 mbar por 4 s) seguida por injegao eletrocinética da
solugdo padrdo de MDA (-10 kV por 60 s), ambas pelo lado mais distante ao detector

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.6 ESTRATEGIAS PARA MONITORAMENTO DO MDA TOTAL EMPREGANDO
CZE - UV

O MDA total corresponde a soma do MDA livre e do MDA ligado a moléculas como

proteinas ou acidos nucleicos (Do Nascimento ef al., 2023).

4.6.1 Estratégias para monitoramento do MDA total nas amostras de urina

empregando CZE — UV

Para detectar o MDA ligado € necessario um tratamento hidrolitico da amostra em altas
temperaturas para liberar a fragdo ligada em MDA livre, seguido por adi¢ao de acido. O
tratamento hidrolitico mais comum ¢ a hidrolise alcalina com NaOH. Na sequéncia, a mistura
¢ aquecida, geralmente a temperatura de 60 °C por 30 min. Posteriormente, ¢ feita adicdo de
um 4acido, sendo o TCA e o acido perclorico (HCIO4) os mais comuns. Recentemente, foi

publicado um método em que foi feita a adigdo de HCI (Antunes et al., 2008; Chango et al.,
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2024; Grotto et al., 2007; Mendonga et al., 2017; Paroni; Fermo; Cighetti, 2002; Sim et al.,
2003).

4.6.1.1 Preparo de amostras para o monitoramento de MDA total nas amostras de urina

A hidrdlise alcalina foi realizada conforme fluxograma da Figura 12.

A Figura 25 mostra o eletroferograma da amostra de urina submetida a hidrolise
alcalina, com e sem fortificagdo de MDA a 32 umol L. O eletroferograma da amostra de urina
submetida ao processo de hidrdlise alcalina mostrou o pico correspondente a0 MDA em 1 min.
Esse pico foi confirmado pela fortificagdo da amostra com MDA na concentragao de 32 pmol
L. Como houve aumento do sinal de pico no mesmo tempo de migragio, foi confirmado que

esse pico era de fato MDA.

Figura 25 — Eletroferogramas da amostra de urina submetida a hidrolise alcalina com e sem

fortificagio de MDA a 32 umol L!

18 mAU
<
)
>

v = h ===
r T T T T T [—

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22

Tempo, min

—— Amostra de urina

------- Amostra de urina fortificada com MDA

Condicdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HCI, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodindmica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266
nm, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de diametro interno x 375 pm
diametro externo

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A amostra de urina foi ainda fortificada com uma concentragdo maior de MDA (159
umol L) como verificagdo adicional do pico de MDA, como mostrado na Figura 26. Nesta

figura, o aumento na area do pico de MDA pode ser visto ao elevar a concentragdo de MDA
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adicionada a amostra. E essencial destacar que a fortificagdo da amostra com MDA ¢ realizada

antes da hidroélise alcalina.

Figura 26 — Eletroferogramas da amostra de urina submetida a hidrélise alcalina com e sem

fortificacdo de MDA
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Amostra de urina
------- Amostra de urina fortificada com MDA 32 pmol L-1
— — - Amostra de urina fortificada com MDA 159 pmol L-1

Condigdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L™ HCI, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodinamica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266
nm, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de diametro interno x 375 um
diametro externo

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Comparando-se as Figuras 18, 25 e 26, embora o método otimizado ndo tenha
conseguido detectar MDA livre, ele conseguiu detectar MDA total, que ¢ a soma de MDA livre
e MDA ligado. Sabe-se que apenas uma pequena por¢ao de MDA em amostras bioldgicas esta
na forma livre, com a maior parte na forma ligada. Dessa forma, o MDA total ¢ realmente maior
que o MDA livre (Do Nascimento et al., 2023).

Uma amostra de urina sintética foi sintetizada de acordo com o protocolo descrito por
Godoy e colaboradores (2020) e De Oliveira Moreira ¢ colaboradores (2023). Esta amostra
passou pelo processo de hidrolise alcalina conforme protocolo mostrado na Figura 12 e foi
fortificada com MDA nas concentragdes de 32 e 159 pumol L. Os eletroferogramas
correspondentes sao apresentados na Figura 27. O eletroferograma da matriz de urina sintética
apresenta uma linha base estavel e auséncia do pico correspondente ao MDA (Figura 27). Ao
fortificar a matriz de urina sintética com MDA em duas concentracdes diferentes, observa-se

um aumento no pico de MDA a medida que a concentragdo de MDA ¢ elevada (Figura 27).
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Além disso, o eletroferograma da urina sintética (Figura 27) e os eletroferogramas da urina real
(Figuras 25 e 26) s3o semelhantes (De Oliveira Moreira et al., 2023; Godoy; Eberlin;
Simionato, 2020).

Figura 27 — Eletroferogramas da urina sintética submetida a hidrdlise alcalina
a: Urina sintética

b: Urina sintética fortificada com diferentes concentragcdes de MDA

a b
EOF
4 MDA
EOF
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(@) r T _ T -~-:---- ‘|-~-----T~------| ....... 1
0.2 0.6 1 14 1.8 2.2 2.6 3

Tempo, min

Urina sintética

0.2 0.6 1 14 1.8 2.2 2.6 3 | ------- Amostra de urina fortificada com MDA 32 pmol/L

Tempo, min — — = Urina sintética fortificada com MDA 159 pmol/L

Condigdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HC, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodindmica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266 nm,
capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de diametro interno x 375 um
diametro externo

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Ao comparar 0 MDA na concentragio de 32 pmol L™! em 4gua (Figura 16) e na urina
sintética fortificada com a mesma concentracdo de MDA (Figura 27b), a area do pico na
primeira situagdo ¢ de 3 mAU. Em contraste, na segunda situacdao, ¢ de 1,8 mAU. Essa
diminui¢do na area de MDA na presenca de urina sintética demonstra o efeito de matriz que ja
era esperado, uma vez que o MDA interage com proteinas da matriz. Essa consideragao ¢
essencial para a etapa de validagao do método, especialmente para a construgdao da curva de

calibracao (Do Nascimento et al., 2023).
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4.6.2 Estratégias para monitoramento do MDA total nas amostras de plasma

empregando CZE — UV

A deteccdo do MDA ligado demanda um tratamento hidrolitico da amostra em altas
temperaturas para liberagdo da fracdo ligada do MDA em MDA livre. O tratamento da amostra
de plasma para a determinagdo do MDA total seguiu o fluxograma da Figura 12 (mesmo
procedimento para a determinacdo de MDA total em urina).

A Figura 28 mostra o eletroferograma da amostra de plasma submetida a hidrolise
alcalina, com e sem fortificagdio com MDA a 32 umol L. O eletroferograma da amostra de
plasma submetida ao processo de hidrolise alcalina mostrou o pico correspondente a0 MDA em
1,072 min e dois picos nao identificados com comigragao em cerca de 2,818 min. Ao fortificar
a amostra de plasma com MDA na concentra¢do de 32 pmol L™, um pico correspondente ao
MDA foi visualizado em 1,044 min, ausente no eletroferograma de plasma. Assim, o método
otimizado nao determinou MDA total em plasma.

Foram calculados o LOD e o LOQ do MDA total em plasma. Uma vez que no
eletroferograma do MDA total na amostra de plasma, o sinal do MDA nao foi detectado, o LOD
e 0 LOQ foram estimados pelo eletroferograma da fortificagdo da amostra de plasma com MDA
na concentragdo de 32 pmol L!. Aplicando as Equagdes (14) e (15), o LOD calculado foi de
0,51 umol L' e 0 LOQ correspondeu a 1,69 umol L.

Um artigo publicado por Grotto e colaboradores (2007) apresentou um estudo de
estabilidade do MDA em plasma ao ser estocado a -20 °C ap6s reagao de hidrélise alcalina com
NaOH. Os resultados mostraram que o MDA se tornou instdvel nessa condicao, havendo perda
de MDA (cerca de 50%) ap6s estoque por 24h. Por outro lado, a amostra derivatizada com TBA
se manteve estavel por 30 dias, ao ser estocada a -20 °C. Essa falta de estabilidade do MDA ao
passar pela hidrdélise alcalina pode explicar a auséncia de sinal de MDA nas amostras de plasma

(Grotto et al., 2007).
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Figura 28 — Eletroferogramas da amostra de plasma submetida a hidrolise alcalina com e

sem fortificagio de MDA a 32 umol L
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------- Amostra de plasma fortificada com MDA

Condicdes: BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HCI, 2,5 mmol L' CTAB (pH 8,0),
temperatura do cartucho: 25 °C, voltagem: -28 kV, inje¢@o hidrodinamica: MDA (50 mbar por 5 s)
seguida por BGE (25 mbar por 5 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda: 266
nm, capilar TSP de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 um de diametro interno x 375 um
didmetro externo

* Pico ndo identificado

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.7 QUANTIFICACAO DE MDA TOTAL EM AMOSTRAS DE URINA DE
INDIVIDUOS SUBMETIDOS AO TESTE DE COVID-19

As estratégias para monitoramento do MDA total nas amostras de urina empregando
CZE — UV discutidas na secao 4.6.1 foram aplicadas para quantificar o MDA total em amostras

de urina de individuos submetidos ao teste de COVID-19.

4.7.1 Avaliacio de algumas figuras de mérito

Duas curvas de calibragdo em cinco niveis de concentragao, em triplicatas auténticas,
foram construidas para quantificar o MDA total em amostras de urina. A primeira curva foi
construida com o padrao de MDA em agua. A segunda curva foi implementada com o padrao
de MDA em urina sintética, ou seja, foi implementada uma curva de calibra¢do por semelhanga

de matriz, conforme secao 3.9.
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Dessa forma, solugdes padrdes de MDA em 4gua ou urina sintética nas concentragdes
referentes aos cinco niveis foram injetados no equipamento de CE e obtidos os eletroferogramas
correspondentes (secao 3.9). Apos a integragdo dos picos referentes ao MDA e a obtengdo das
areas, estas foram comparadas com suas concentragdes. A Tabela 7 apresenta os valores das
areas dos picos usados para a implementagao dos modelos e os valores de RSD para cada nivel,

em cada umas das curvas de calibragao.

Tabela 7 — Valores de area utilizados para a implementagdo dos modelos de regressao linear

Curva de calibracdo em agua em triplicatas auténticas

[MDA] Sinal Sinal Sinal Média + RSD
(umol L") 1% replicata  2° replicata 3" replicata  desvio padrao” (%)
11,4 1,3 1,3 1,2 1,27 £ 0,06 4,56
64,6 6,1 6,3 6,3 6,23 +£0,12 1,85
12,0 11,2 11,7 11,2 11,37 £0,29 2,54
173,4 15,9 16,0 16,6 16,17 + 0,38 2,34
226,1 21,5 21,4 21,8 21,57 +0,21 0,97
Curva de calibracido por semelhanca de matriz em triplicatas auténticas
[MDA] Sinal Sinal Sinal Média + RSD
(umol L") 1% replicata  2* replicata  3* replicata desvio padrao (%)
27,2 1,5 1,5 1,5 1,50 £0.00 0,00
102,0 4,5 4,3 4,6 4,47 +0.15 3,42
176,8 7,6 7,2 7,6 7,47 £0.23 3,09
251,6 10,1 10,2 10,6 10,30 £0.26 2,57
3247 13,1 12,8 12,7 12,7 +0.21 1,62

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Pela avaliagdao da Tabela 7, observou-se que as duas curvas de calibragdao apresentam
RSD menor do que 5% em todos os niveis.

Esses modelos de previsao s6 podem ser utilizados corretamente se sua linearidade for
verificada e ainda, se houver significancia da regressao e nao apresentarem falta de ajuste. Porém,
antes disso € necessario verificar os pressupostos normalidade e homocedasticidade. Considerou-
se que o pressuposto da independéncia ja era atendido, pelo fato de as solugdes utilizadas na

implementagdo desses modelos terem sido preparadas de forma auténtica e a inje¢do no
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equipamento de CE ter acontecido de forma aleatéria. A Tabela 8 apresenta os resultados

encontrados para esses pressupostos.

Tabela 8 — Pressupostos avaliados para a analise de variancia

Normalidade Homocedasticidade
Curva de calibracao
Wea Wb p-valor
Agua 0,912 0,881 0,79
Curva de calibragio por
0,912 0,881 0,754

semelhanc¢a de matriz

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro — Wilk, em que a resposta obtida,
chamada de W, ,cutado (Wear) deve ser maior do que 0 Wigpelado (Wiap) para um dado intervalo
de confianga. Como pode ser observado na Tabela 8, todos os valores de W,; eram maiores do que
os valores de W, para os respectivos intervalos de confianca considerados, assim esse pressuposto
foi aceito ¢ os dados estavam distribuidos de acordo com uma distribui¢ao normal.

Ja a homocedasticidade foi verificada através do software MiniTab14®, pelo teste de
Levene. Pelos dados da Tabela 8, todos os valores eram maiores do que 0,05, de forma que esse
pressuposto foi aceito e esses dados foram considerados homocedasticos.

Como os pressupostos nao foram violados, a validade do modelo e a significancia da
estatistica da curva ajustada podiam ser testados por meio da andlise de variancia. A Tabela 9 mostra

o resultado final da analise de variancia a 95% de confianca.

Tabela 9 — Dados utilizados para a anélise de variancia

Falta de ajuste Significancia da regressao
Curva de calibracao
Fcal Fﬂfaj: Yep Fcal F‘(’reg' O
Agua 1,905 3,71 11051 4,67
Curva de calibracio por
1,470 3,71 5814 4,67

semelhanca de matriz

Frap = Fﬁfa,-, Sep = F3 10 ¢Fuap = Fsreg, o, = F1, 13
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Avaliando os dados da Tabela 9, o valor de F,jcutado (Fear ) no teste da falta de ajuste foi

menor do que 0 Fiapelado (Frap ) para as duas curvas implementadas, afirmando-se entao que, com
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95% de confian¢a, nao houve evidéncia de falta de ajuste nos modelos implementados. No caso do
teste de significancia da regressao, o F,; foi mais de cinco vezes maior do que o Fy,p,, também nas
duas curvas, mostrando que os modelos apresentavam regressoes significativas.

Os modelos de regressdo implementados sao mostrados na Tabela 10, assim como o

coeficiente de correlagdo determinado para cada modelo.

Tabela 10 — Resultados estatisticos para os modelos de previsao

Curva de Coeficiente de
Modelo de regressao
calibracio correlaciao
Agua y (£ 0,2633) = 0,0939 (£ 0,0009) x + 0,1386 (+ 0,1262) 0,999
Curva de

calibracgido por
y (£ 0,2052) = 0,0384 (£ 0,0005) x + 0,5493 (+ 0,1034) 0,999
semelhanca de

matriz

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A Tabela 10 mostra que em todas as curvas implementadas, o valor do coeficiente de
correlacao era proximo de 1,0, mostrando a relacdo linear existente entre as variaveis y € X,
correspondente a area e concentragao, respectivamente.

O MDA interage com proteinas da urina, havendo um efeito de matriz sobre o0 MDA.
Portanto, uma curva de calibracdo em &gua ndo ¢ interessante porque o efeito da matriz sobre o
analito na amostra nao ¢ considerado. Para confirmar esta questdo, a recuperagdo do MDA foi
calculada considerando o padrao de MDA em &gua, como visto na Tabela 11. Para isso, a
recuperacao foi investigada pela fortificagdo do QC com o analito em trés niveis de concentragdo:
o primeiro nivel da curva de calibragdo (11,4 umol L), o nivel intermedirio da curva (120 umol
L) e o nivel mais alto (226,1 pmol L™). Os testes foram realizados em triplicatas auténticas de

acordo com a Equacao (13).
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Tabela 11 — Teste de recuperacao considerando o padrao de MDA em agua

Recuperacio (%)"
Nivel 1? Nivel 2° Nivel 3¢
44,85 £ 36,93 50,18 + 3,57 51,11 £ 8,99

" Triplicatas auténticas

Nivel 1: 11,4 pmol L™

® Nivel 2: 120 pmol L™

¢ Nivel 3: 226,1 umol L™

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na Tabela 11, € possivel observar a baixa recuperagdo devido a interagdo do MDA com
proteinas da urina, havendo um efeito de matriz sobre 0 MDA. Portanto, implementar uma curva
de calibragdo com o padrao de MDA em 4gua ndo ¢ o ideal porque subestima os resultados de
concentracdo de MDA. Além disso, o alto RSD obtido nesse teste pode ter sido causado por algum
erro aleatorio durante o processo de preparo de amostras entre as réplicas ou durante as analises,
visto que o preparo de amostras e a andlise no equipamento de CE ocorreram em triplicatas
auténticas. Antunes e colaboradores (2008) encontraram um resultado semelhante ao analisar MDA
em plasma. Assim, o MDA foi quantificado nas amostras de urina implementando a curva de
calibragdo por semelhan¢a de matriz (Antunes et al., 2008; Do Nascimento ef al., 2022).

A repetibilidade foi estimada pela precisao intradia e interdia. A precisdo intradia foi
calculada a partir de seis injecdes auténticas de QC em um mesmo dia, enquanto a precisao interdia
considerou doze injecdes auténticas de QC em dois dias diferentes. Os valores de RSD para a area
do pico e para o tempo de migragdo do MDA sdo apresentados na Tabela 12. De acordo com a
diretriz M10 do Conselho Internacional para Harmonizagao de Requisitos Técnicos para Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano (ICH, do inglés The International Council for Harmonization of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) sobre validacdo de métodos
bioanaliticos e analise de amostras de estudo, o RSD nao deve exceder 15%, o que foi atendido pelo

método (European Medicines Agency, 2022; Wang et al., 2018).

Tabela 12 — RSD para o teste de repetibilidade

Precisiao Area de sinal Tempo de migracio
Intradia* 4,37% 1,43%
Interdia** 6,20% 0,97%
*n==6
**n=12

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A Tabela 13 mostra os resultados dos seguintes testes de validagdo: LOD, LOQ e

recuperacdo. Esses testes foram realizados no QC.

Tabela 13 — Resultados para os testes de validagao LOD, LOQ e recuperagao

LOD LOQ Recuperacao (%)
(umol L")  (umol L) Nivel 1* Nivel 2%* Nivel 3***
3,45 11,50 97,92 +3,69 98,18 + 1,68 100,23 £ 4,22

* Nivel 1: 27,2 umol L™

** Nivel 2: 176,8 umol L™

##% Nivel 3: 324,7 umol L™

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O LOD corresponde a menor concentracao do analito que pode ser detectado, mas nao
necessariamente quantificado, enquanto o LOQ representa a menor concentragdo que pode ser
quantificada usando um determinado método. Salienta-se que os dois parametros foram
medidos usando a relagdo sinal — ruido, de acordo com as Equacdes (14) e (15),
respectivamente. De acordo com os dados da Tabela 13, foram encontrados valores de LOD e
LOQ de 3,45 umol L' e 11,50 pmol L', respectivamente, sendo que o primeiro nivel da curva
de calibragdao implementada foi superior ao LOQ determinado.

Os ensaios de recuperagao foram realizados pela fortificagdo do QC com solugdes de
MDA em trés niveis de concentracao: o primeiro nivel da curva de calibragao por semelhanca
de matriz (27,2 pmol L), o nivel intermediario da curva (176,8 umol L) e o nivel mais
elevado (324,7 umol L. Os testes foram realizados em triplicatas auténticas de acordo com a
Equagao (13). De acordo com a diretriz M10 do ICH sobre validagao de métodos bioanaliticos
e analise de amostras de estudo, a recuperagdo do analito ndo precisa ser 100% desde que
apresente um desvio aceitavel, o que foi atendido pelo método conforme Tabela 13 (De Oliveira

Moreira et al., 2023; European Medicines Agency, 2022).

4.7.2 Quantificacao de MDA total nas amostras de urina

O MDA total foi quantificado em 75 amostras de urina, em triplicatas auténticas e
aleatoriamente, usando a curva de calibragao por semelhanga de matriz, descrita na se¢ao 4.7.1
e a prepara¢do da amostra descrita na Figura 12. Para isso, injetou-se as amostras sob as

condi¢des otimizadas e apds a integracao do pico correspondente ao MDA, a area resultante foi
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usada na curva de calibragdo por semelhanca de matriz para obter a concentragdo
correspondente ao analito. Os resultados sdo apresentados na Tabela 14.

Na determinacdo de biomarcadores em urina, costuma-se realizar a normalizacdo dos
resultados com creatinina urinaria (uCrn, do inglés urinary creatinine) com o objetivo de evitar
a superestima¢ao do analito. Assim, a concentragdo de MDA encontrada nas amostras de urina
foi padronizada com uCrn, conforme mostrado na Tabela 14. Os valores de uCrn utilizados
neste trabalho foram previamente determinados no artigo de De Oliveira Moreira e
colaboradores (2023) em um método que determinou com sucesso uCrn em amostras de urina
por Eletroforese Capilar como uma alternativa ao método tradicional baseado na reagdo de
Jaffe. Das 75 amostras de urina consideradas, 8 ndo puderam ter a uCrn registradas, como

mostrado na Tabela 14 (De Oliveira Moreira et al., 2023).



Tabela 14 — Resultados para a quantificagdo de MDA total nas amostras de urina
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Amostra [MDA] RSD [uCrn] [MDA/uCrn] | Amostra [MDA] RSD [uCrn] [MDA/uCrn]
de urina (umol L) (%)  (mgdL™) (mg g™ deurina  (umol L) (%) (mg dL™) (mg g™

1 181,01 +9,02 4,98 248,77 5,24 39 163,65 + 1,50 0,92 155,05 7,61
2 27,36 = 0,00 0,00 22,36 8,82 40 118,51 £ 5,21 4,39 272,04 3,14
3 20,42 £ 1,50 7,36 48,68 3,02 41 72,50 £ 3,98 5,49 370,27 1,41
4 186,22 + 2,60 1,40 189,21 7,09 42 61,22 £2,60 4,25 33,40 13,21
5 252,19 £ 13,36 5,30 - - 43 34,31 £1,50 4,38 33,70 7,34
6 292,12 + 10,84 3,71 428,18 4,92 44 28,23 £ 1,50 5,33 95,56 2,13
7 108,09 + 2,60 2,41 - - 45 76,84 £2,60 3,39 204,46 2,71
8 94,20 + 1,50 1,60 94,55 7,18 46 285,17 £ 4,51 1,58 36,36 56,52
9 76,84 + 2,60 3,39 178,80 3,10 47 152,36 + 2,60 1,71 122,96 8,93
10 141,95 + 6,89 4,85 68,11 15,02 48 132,40 + 7,96 6,01 153,85 6,20
11 274,76 + 2,60 0,95 309,52 6,40 49 331,18+ 7,52 2,27 - -

12 312,08 = 7,96 2,55 - - 50 157,57 + 7,81 4,96 190,58 5,96
13 73,37 £3,98 5,42 151,51 3,49 51 131,53 + 6,89 5,24 409,01 2,32
14 75,11 £3,98 5,30 88,54 6,11 52 146,29 + 3,98 2,72 169,58 6,22
15 160,17 £ 4,51 2,82 - - 53 93,33 £3,01 3,22 332,50 2,02
16 35,17 £ 0,00 0,00 19,57 12,95 54 373,72 £ 16,26 4,35 111,16 24,23
17 94,20 + 3,98 4,22 74,96 9,06 55 110,70 + 5,21 4,71 74,86 10,66
18 38,65 £ 1,50 3,89 50,53 5,51 56 23,89 + 1,50 6,29 82,91 2,08
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

36,04 + 1,50
123,72 + 6,89
50,80 + 2,60
82,92 + 1,50
136,74 + 6,89
88,99 + 1,50
206,18 + 10,84
208,79 £ 9,15
53,40 + 2,60
240,04 £ 9,15
75,97 + 3,98
228,75 + 12,31
75,11 + 3,98
165,38 £ 4,51
76,84 + 2,60
206,18 + 1,50
88,13 + 3,01
246,98 + 6,55
384,13 + 6,89
95,07 + 2,60

4,17
5,57
5,13
1,81
5,04
1,69
5,26
4,38
4,88
3,81
5,24
5,38
5,30
2,73
3,39
0,73
3,41
2,65
1,79
2,74

57,07

131,25
45,32

179,87
165,82
91,09

185,63
112,31
229,11
80,56

307,84
109,28
134,98
73,31

270,29
123,45
231,19
63,56

320,89
300,65

4,55
6,79
8,08
3,32
5,94
7,04
8,00
13,40
1,68
21,47
1,78
15,08
4,01
16,26
2,05
12,04
2,75
28,00
8,63
2,28

57
S8
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

227,88 £2,60
110,70 + 5,21
126,32 + 6,89
77,71 £3,01
107,22 + 3,98
182,74 + 1,50
169,72 + 6,01
266,95 + 7,81
124,58 + 3,01
148,02 + 1,50
246,98 + 10,84
62,08 £ 3,98
167,12 + 9,86
160,17 + 2,60
180,14 + 6,01
134,13 + 6,89
152,36 + 0,00
224,41 £10,52
27,36 = 0,00

1,14
4,71
5,45
3,87
3,71
0,82
3,54
2,93
2,41
1,02
4,39
6,41
5,90
1,63
3,34
5,14
0,00
4,69
0,00

116,88

97,26

212,79
35,32
123,16
169,69

161,22
112,64
54,13

207,07
51,33

156,23
151,27
288,98
211,89
229,73

14,05

9,36

3,63
37,28
9,93
11,34

6,62
15,80
8,26
5,82
22,49
8,31
6,39
3,80
7,63
0,86

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



&9

Observando-se os dados da Tabela 14, percebeu-se os valores elevados de MDA em
relagdo a trabalhos encontrados na literatura. De acordo com Cui e colaboradores (2018) o teor
de MDA total em urina de adultos da China, Reino Unido e Estados Unidos da América se
encontram na faixa de 3,8 a 13,4 umol L' (Cui et al., 2018).

De forma a explicar a alta concentracdo de MDA obtida nessas analises e encontrar a
origem do erro associado, foi feita a avaliagdo novamente de todos os dados e eletroferogramas
obtidos durante o trabalho.

Fez-se a comparacdo das Figuras 18 e 25, que correspondem aos eletroferogramas do
MDA livre e do MDA total da amostra de urina, respectivamente. Na Figura 18, ao se realizar
a fortificacdo da amostra de urina com a solu¢do de MDA, havia um pico em torno de 1,2 min
(proximo ao pico do MDA). Acredita-se, inclusive, que este influenciou na tentativa sem
sucesso de realizacdo da pré-concentracdao do MDA utilizando-se a FASI (Figura 22). Na Figura
25, porém, esse pico nao foi observado. Além disso, o pico do MDA nao retornou de forma
adequada a linha base.

Inicialmente, esses fatores ndo foram considerados preocupantes devido a fortificagao
da amostra de urina com solugdo de MDA mostrar aumento do sinal do analito. Associado a
1sso, os valores de recuperagdo obtidos se encontravam em uma faixa adequada. Porém, uma
analise cuidadosa posterior mostrou que esses fatores eram um indicio da necessidade de
aperfeigoamento do método.

O artigo publicado por Grotto e colaboradores (2007) mostrou que o MDA em plasma
se tornou instavel ao ser estocado a -20 °C apo6s reacao de hidrolise alcalina com NaOH, com
perda de 50% apos estoque por 24h. Além disso, o MDA era estavel quando estocado apos
derivatizagao com o TBA. Ao ser extraido com n-butanol, o MDA derivatizado com TBA se
manteve estavel por 3 dias, quando estocado a -20 °C. No mesmo trabalho, o MDA foi
determinado em amostras de plasma por HPLC — Vis apo6s derivatizagao com TBA e extragao
com n-butanol. Essa extracdo ¢ realizada para diminuir interferentes da analise. Apesar de
considerar uma matriz bioldgica diferente, que € o plasma, esses resultados sao um indicio de
que os resultados elevados de MDA encontrados nas amostras de urina podem ter relagdo com
o preparo de amostras, de forma que a realizagdo de um estudo envolvendo o tratamento de
amostras € necessario (Grotto et al., 2007).

Nesse contexto, os seguintes estudos poderiam ser realizados, os quais auxiliariam no
entendimento dos altos valores de MDA encontrados nas amostras de urina e promoveriam o
aperfeicoamento do método: um estudo de estabilidade do MDA em urina apos hidrolise

alcalina com NaOH semelhante ao realizado por Grotto e colaboradores (2007) para amostras
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de plasma, medi¢do do MDA total das amostras de urina pelo método TBARS, que ¢ o método
mais utilizado para essa finalidade e que se baseia na reacdo de derivatizagdo com TBA e
extragdo do MDA apo6s hidrolise alcalina com um solvente como o n-butanol, para evitar a

influéncia de interferentes (Grotto et al., 2007).
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5 CONCLUSOES

O MDA ¢ o biomarcador mais utilizado da peroxidacao lipidica, sendo essencial o
desenvolvimento de métodos seletivos, confidveis e rapidos para a sua determinagdo em
amostras biologicas. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e
otimizagdo de um método por CE para a determinacdo do biomarcador MDA em amostras de
urina de individuos submetidos ao teste de COVID-19 e em amostras de plasma de individuos
sob suplementagao de dmega 3.

Para isso, a mobilidade eletroforética do MDA foi determinada pela primeira vez. Esse
dado se mostrou de suma importancia para o desenvolvimento e otimiza¢do de método para
determinagdo de MDA em amostras de plasma e urina por CE, pois viabilizou a especificagdo
das condicdes experimentais mais adequadas para a analise a partir da implementagao de curva
de mobilidade efetiva x pH em conjunto com simulagio no sofiware PeakMaster®.

Com as melhores condi¢des otimizadas pelo software PeakMaster®, que foram BGE
composto por 40 mmol L' de TRIS, 20 mmol L' de HCI, 2,5 mmol L' de CTAB (pH 8,0),
voltagem de -28 kV e capilar com comprimento total de 48,5 cm (40,0 cm de comprimento
efetivo) foi possivel obter um pico de MDA em cerca de 1 min, de forma que este seria o método
para determinagdo de MDA em amostras bioldgicas por Eletroforese Capilar (CE) com o menor
tempo de migragao ja desenvolvido.

Para a determinacao de MDA livre, as amostras de urina e plasma passaram por um
processo de precipitagdo de proteinas com ACN a frio. Ao injetar as solugdes no equipamento
de CE, nao foi possivel detectar sinal do MDA nas amostras de plasma e urina. A fortificagao
das amostras com MDA permitiu o calculo do LOD e do LOQ. Para a determinagao do MDA
livre em urina o LOD calculado foi de 1,27 pmol L' e 0 LOQ correspondeu a 4,25 pmol L.
J& para a determinagio de MDA livre em plasma, o LOD mensurado foi de 1,97 pmol L' e o
LOQ correspondeu a 6,56 pmol L.

Objetivando-se detectar o MDA livre nas amostras, implementou-se uma pré-
concentracdo on-line do analito utilizando a técnica FASI, que se baseia na injecao
eletrocinética de amostra, ou seja, introducao de amostra no capilar com aplicagdo de voltagem
por um tempo definido. A otimizac¢ao da FASI foi realizada pela aplicagdo de um planejamento
de experimentos Box-Behnken, na qual os fatores avaliados foram a concentragdo do BGE, a
voltagem aplicada durante a injecdo eletrocinética e o tempo da inje¢do eletrocinética. A partir
da andlise das respostas desse planejamento e de um teste de repetibilidade, o ensaio A cujas

condigdes sio BGE composto por 40 mmol L' TRIS, 20 mmol L' HCl € 2,5 mmol L' CTAB



92

(pH 8,0) e injecdo eletrocinética com aplicagdo de -10 kV de voltagem por 60 s foi considerado
o mais adequado. Porém, ao aplicar essas condi¢cdes nas amostras de urina e plasma para a
determinagdo de MDA livre, ndo foi possivel detectar o sinal do MDA.

Para a determina¢ao do MDA total nas amostras de plasma, foi feita a liberagao do MDA
ligado em MDA livre por um processo de hidrolise alcalina. Porém, nao foi possivel detectar
nenhum sinal do MDA. A partir da fortificagdo da amostra com o analito, foi possivel estimar
0o LOD em 0,51 umol L' e 0 LOQ em 1,69 pmol L.

Para a determinacdo do MDA total nas amostras de urina, utilizou-se o mesmo
tratamento hidrolitico da amostra de plasma. A principio foi possivel detectar o sinal do MDA,
o qual foi confirmado fortificando-se a amostra com uma solugdo de MDA. Duas curvas de
calibracdo foram construidas, uma em agua e uma curva de calibracdo por semelhanga de
matriz. Concluiu-se que para contornar o efeito de matriz causado pela interagdo do MDA com
as proteinas da urina, seria mais adequado a quantificacdo de MDA total pela implementagao
de uma curva de calibragdo por semelhanga de matriz.

O MDA total foi quantificado em 75 amostras de urina de individuos submetidos ao
teste de COVID-19, sendo esses valores normalizados com a creatinina urinaria. Porém, as
concentracoes de MDA estavam muito elevadas em relacdo a trabalhos encontrados na
literatura. Acredita-se que esse fato tenha relacdo com o preparo de amostras.

Dessa forma, os seguintes estudos poderiam ser realizados, os quais auxiliariam no
entendimento dos altos valores de MDA encontrados nas amostras de urina € promoveriam o
aperfeigoamento do método: um estudo de estabilidade do MDA em urina ap6s hidrolise
alcalina com NaOH, medi¢do do MDA total das amostras de urina pelo método TBARS, que ¢
o método mais utilizado para essa finalidade e que se baseia na reagdao de derivatizagdo com
TBA e extracdo do MDA ap0s hidrdlise alcalina com um solvente como o n-butanol, para evitar

a influéncia de interferentes.
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1 — Titulo: “Desenvolvimento e otimiza¢ao de método para a determinacdo de vitamina E e
coenzima Q10 em cosméticos por Eletroforese Capilar”.

Discente: Bruna Marchiori Berlande

Orientador: Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira

Coorientadora: Ma. Maria Patricia do Nascimento

2 — Titulo: “Desenvolvimento, otimiza¢do e validagdo de métodos para a determinagdo de
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Discente: Bruna Marchiori Berlande

Orientador: Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira

Coorientadora: Ma. Maria Patricia do Nascimento

3 — Titulo: “Desenvolvimento, otimizagdo e validagao de método para a determinacao de cobre
e zinco em urina por Eletroforese Capilar”.

Discente: Pedro Pereira Rezende de Moura

Orientador: Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira

Coorientadora: Ma. Maria Patricia do Nascimento
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1 — Titulo: “Analise de acido sorbico e acido benzoico em amostras de bebidas comerciais de
cha pronto para consumo por eletroforese capilar”.

Discente: Julia Maria Pires de Matos Vitral

Orientador: Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira

Coorientadora: Ma. Maria Patricia do Nascimento



